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La capacidad del corazón para actuar como una bomba que envia sangre a los distintos
tejidos del organismo depende de su capacidad para generar impulsos rítmicamente que se
propagan de forma ordenada a través de todo el miocardio. En condiciones fisiológicas, el
impulso cardíaco se genera en las células automáticas del nodo senoauricular (SA), a una
frecuencia de 60-80 latidos por minuto. El impulso generado se propaga a las aurículas y al nodo
auriculoventricular (AV), que en condiciones normales constituye la única vía de paso de los
impulsos desde las aurículas hasta los ventrículos. Desde el nodo AV, el impulso excita al
sistema His-Purkinje, a través del cual llega a los ventrículos, que responden a la onda de
propagación contrayéndose de forma sincrónica (Figura 1, Tabla 1).
Figura 1. Representación esquemática de los potenciales de acción registrados en diversos
tejidos cardíacos y su correlación con el electrocardiograma de superficie. SA: senoauricular.










Tabla 1.- Frecuencia de disparo y velocidad de conducción a través de las estructuras cardiacas.
Frecuencia VC
latidos/minuto (mis)
Nodo SA 60-80 0.05
Nodo AV 15-25 0.01-0.5
Sistema His-Purkinje 20-45 1.4
Tractos internodales 15-25
Fibras auriculares 0 0.3-1
Fibras ventriculares 0 1-2
1.1. Transporte de iones a través de la membrana celular.
La membrana citoplasmática es una barrera que separa dos medios acuosos de diferente
composición, regulando el paso de agua y solutos entre ellos. Tanto el Na4 como el Ca2~ están
más concentrados en el medio extracelular, mientras que, el K~ y los aniones orgánicos
predominan en el medio intracelular. Tradicionalmente, se han considerado dos tipos de
mecanismos de transporte de solutos: a favor del gradiente de concentración, sin gasto energético
y en contra del gradiente de concentración, con gasto energético. Las moléculas liposolubles
atraviesan directamente la bicapa lipídica por un mecanismo de difusión simple desde el
compartimento en el que están más concentradas. Los iones son moléculas hidrofilicas, por lo
que requieren de sistemas específicos de transporte tales como: a) canales iónicos, b) proteínas
transportadoras que realizan el transporte a favor del gradiente de concentración y c) bombas
iónicas, que transportan iones en contradel gradiente de concentración (p.ej. bombaNa~-Kj. Los
canales iónicos son proteínas oligoméricas que atraviesan la membrana y que en condiciones
fisiológicas realizan 3 funciones: a) formar poros hidrofilicos a través de los cuales los iones
atraviesan la membrana a favor de su gradiente electroquímico generando una corriente lonica.
A través de un canal iónico abierto pueden pasar más de 10 millones de iones por segundo, lo
que supone una eficacia muy superior a la de cualquier otro mecanismo biológico de transporte
2±(el intercambiadorNa4-Ca permite la entrada de ío~ iones/s). b) Discriminar qué iones pasan
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a su través, gracias a que presentan un filtro de selectividad. En el caso particular de los canales
de K~, éstos son, al menos, 10.000 veces más permeables al K4 que al Nat e) Además, son
capaces de adoptar diversos estados conformacionales, al menos uno conductor (estado abierto
o activo) y dos o más no-conductores (estados inactivo y de reposo). En estado de reposo elcanal
está disponible para activarse en respuesta a un estímulo adecuado, mientras que cuando el canal
se encuentra en estado inactivo es incapaz de abrirse mientras no vuelva al estado de reposo. La
permeabilidad de la membrana para un determinado ión depende, por tanto, del número de
canales selectivos para este ión capaces de alcanzar el estado activo en un momento determinado.
Los canales cardíacos se activan en respuesta a cambios de potencial de membrana, tras la
activación de un receptor, en respuesta al aumento de un mediador celular y en respuesta a
cambios en las fuerzas fisicas (presión, estiramiento); por ello hablamos, respectivamente, de
canales voltaje-dependientes y activados por ligandos o por distensión (stretch channeis).
1.1.1. Clasificación de los canales jónicos cardíacos.
1.1.1.1. Canales jónicos voltaje-dependientes.
Los canales iónicos voltaje-dependientes constituyen una familia de canales que
determinan lapermeabilidad de la membrana al Na~, Ca2~, K~ y CF en respuesta a cambios en el
potencial de membrana. Contribuyen a la génesis y a lapropagación de los potenciales de acción
cardíacos y regulan la concentración intracelular de iones. La actividad de un canal voltaje-
dependiente depende de dos procesos: la activación y la inactivación, que determinan,
respectivamente, la velocidad con la que el canal se abre o se cierra en respuesta a un cambio en
el potencial de membrana. El conecto acoplamiento de estos dos procesos asegura que la
activación de los canales iónicos sea rápida y transitoria (tiempo-dependiente). Sin embargo,
algunos canales de lC~ cardíacos, por ejemplo, los canales KvLQT1+minK que generan la
comente 1Ks’ no se inactivan, por lo que permiten la salida de este ión de forma continua.
Para que el canal puedaresponder a las modificaciones del potencial de membrana debe
contener en la proteína constitutiva ciertos aminoácidos que estén cargados o que se comporten
como un dipolo constituyendo así el sensor de voltaje. Cuando cambia el potencial de membrana,
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el campo eléctrico crea una fuerza en el sensor que le obliga a variar su orientación, lo que
modifica la estructura protéica facilitando la apertura o el cierre del canal.
Existe una gran similitud estructural entre estos canales, independientemente de que sean
selectivos para Na~, Ca2~ o Kt lo que sugiere que todos ellos han evolucionado a partir de una
proteína ancestral común (Hille, 1989, 1992; Catterall, 1992a; Sttihmer, 1991). Puesto que los
canales de K~ son los mas sencillos y aparecen ya en levaduras y otros procariotas, se les
considera los canales jónicos voltaje-dependientes más primitivos. A partir de ellos habrían
evolucionado los canales de Ca2~, que aparecen en protozoos más evolucionados y los de Na~,
que sólo están presentes en organismos multicelulares. Los canales de Na4, Ca24 y K~ voltaje-
dependientes se describen con más detalle en el apartado II.
1.1.1.2. Canales jónicos activados por ligandos.
Son canales cuya apertura y cierre se modula como consecuencia de la interacción de un
ligando con su receptor específico localizado en la membrana de la célula. En la célula cardíaca,
el receptor y el canal forman parte de proteínas diferentes, si bien ambas se encuentran acopladas
por diversos elementos transductores, tales como las proteínas fijadoras de guanosin-trifosfato
(GTP) (proteínas G) y los segundos mensajeros citoplasmáticos generados por el ligando. Los
canales activados por ligandos participan en la génesis del potencial de acción cardíaco son: a)
el canal de K> asociado a receptores colinérgicos muscarínicos (IKAÚb) (Saekman y cois., 1983).
b)El canal de K~ que se inhibe por altas concentraciones de ATP (JKATP) y que se activa en
situaciones de inhibición metabólica (Noma, 1983).
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1.2. Potencial de reposo.
A la diferencia de potencial que existe a ambos lados de la membrana celular se la
denomina potencial de membrana (Em). Las células musculares auriculares y ventriculares así
como las del sistema His-Purkinje presentan un Em de aproximadamente -85 mV. Sin embargo,
en las células de los nodos SA y AV el valor del Em está comprendido entre -50 y -65 mV
(Hofflnan y Cranefield, 1960). El valor de Em se mantiene constante durante largos períodos de
tiempo si la célula no es estimulada; a este valor de Em se le denomina potencial de reposo.
El potencial de reposo está determinado por el balance entre la capacidad de distintos
iones para atravesar la membrana a favor de su gradiente electroquímico y el transporte activo
de dichos iones en contra de su gradiente (p. ej. bomba Na4-K4). En una célula en reposo la
concentración intracelular de potasio ([K~L) es 30 veces mayor a la que existe en el medio
extracelular ([Kte) (150 Vs. 4-5 mEq/L), lo que facilita la salida de este catión, a favor de su
gradiente de concentración generando una corrientede salida de K~ (IKI). Esta corriente se genera
a través de unos canales de K~, que permanecen abiertos a potenciales de membrana negativos.
Como consecuencia, se produce un predominio de cargas negativas dentro de la célula que no
puede compensarse porla salida simultánea de aniones ya que su tamaño no les permite atravesar
la membrana; ello a su vez promueve la entrada de cargas positivas desde el medio extracelular
hacia el interior celular, que es electronegativo. Se alcanzará un Em en el que el gradiente de
concentración que facilita la salida de IC~ desde el medio donde está más concentrado
(intracelular) al menos concentrado (extracelular) sea igual al gradiente eléctrico, que tiende a
favorecer la entrada de iones 10 hacia el interior celular electronegativo. Al nivel de potencial
de membrana en el que el flujo neto pasivo de K~ es nulo se le denomina potencial de inversión
o potencial de equilibrio para el Kl (EK) y puede ser calculado utilizando la ecuación de Nernst:
EK = (RT/FZ) ln ([K>]e/[K*]¡)= 26.6 In (4/150) -96.6 mV
donde R es la constante de los gases, T la temperatura absoluta, F la constante de Faraday y [1C]~
y [K>]~las concentraciones intra y extracelulares de Kl Si la membrana cardíaca fuera sólo
permeable al 10, el valor del Em debería alcanzar valores similares a los del EK. Sin embargo,
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debido a que la membrana no es permeable exclusivamente al I(~, a concentraciones
extracelulares inferiores a 8 mM, el Em es menos negativo que el EK. Ello es debido a que la
membrana no es permeable exclusivamente al K~. En fibras de Purkinje, los valores de la [Na~]~
y de la [Na~]¡ son de 150 y 10 mM, respectivamente, por lo que existiría un gradiente
electroquímico que facilita la entrada de Na~ generándose una corriente iónica que tendería a
despolarizar el Em. La corriente de entrada de Na~ ha sido incorporada en las ecuaciones que
definen el potencial de reposo en células permeables al 10 y al Na~:
[K ~] 4P IP [No *j
,~ 61.SIog e tía 1< e
[K ~]p IP [Na~]
1 tía K
donde ~Na’~K es el cociente de permeabilidad para el Na~ y el 10, respectivamente, que en
condiciones normales suele alcanzar un valor de 0.015. Sin embargo, elvalor del cociente PNa/PK
no es uniforme en todas las células cardíacas. Así, las células de los nodos SA y AV presentan
un potencial de reposo que es unos 30 mV menos negativo que el de las fibras de Purkinje, lo que
quizá refleje un aumento del cociente ~Na’~K en las células nodales.
1.3. Potencial de acción cardíaco.
Todas las células cardiacas son excitables, es decir, que cuando son estimuladas generan
una respuesta eléctrica denominada potencial de acción cardíaco (PA), que está acoplado a una
respuesta contráctil. Para que se genere un PA el estimulo debe tener una mínima intensidad, que
permita desplazar el potencial de membrana hasta un determinado nivel, denominado potencial
umbraL Cuando no se alcanza el potencial umbral, se genera una respuesta local no propagada.
El PA es el resultado de una serie de cambios secuencíales en la conductancia de la membrana
de la célula cardíaca a distintos iones. La permeabilidad de la membrana para un ión depende a
su vez de su concentración a cada lado de la membrana, del E~ (es voltaje-dependiente) y del
tiempo (es tiempo-dependiente). La entrada de cargas positivas en la célula produce la
despolarización, mientras que su salida facilita la repolarización cardíaca. En la Figura 2 se
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Figura 2. Corrientes jónicas implicadas en la génesis de un potencial de acción en una célula
cardíacaque genera potenciales de acción Na4-dependientes. Mod~ficada de Tamargo y Delpón,
1999.
En el PA cardíaco puedendistinguirse 5 fases (Hofth~an y Cranefleld, 1960; Tamargo y
Delpón, 1999). El PA se inicia por una fase O de rápida despolarización, durante la cual el
potencia] de membrana pasa desde su valor en reposo hasta valores positivos (entre ±30y +40
mV). Esta fase O es el resultado de la activación de una corriente iónica de entrada, cuya
identidad varía según el tejido cardíaco estudiado. En las células auriculares y ventriculares, así
como en las del sistema His-Purkinje, que presentan un potencial de reposo comprendido entre
-85 y -75 mV, la despolarización se debe a la activación de la corriente rápida de Na UN). En
las células de los nodos SA y AY, cuyo potencial de reposo oscila entre -65 y -40 mV, se debe
a la activación de la corriente lenta de Ca» (Ica,L). Hablarnos, por tanto, de células que generan
potenciales de acción Na-dependientes (rápidos ) o Ca-dependientes (lentos) (Corabeufy Otsuka,
1956, Beeler y Reuter, 1970, 1977, Carmeliet y Vereecke, 1979, Cranefleld y Aronson, 1988;




en la Tabla 2.
Tabla 2. Características de los potenciales de acción Na-dependientes (rápidos) o Ca-
dependientes (lentos) cardíacos.
Parámetro PA rápidos PA lentos
Potencial de reposo (mV) -85 a -90 -40 a -70
Velocidad de conducción (ms) 0.5-4 0.01-0.1
Amplitud del PA (mV) 100-130 40-85
Vrnax (V/s) 200-1000 2-15
Factor de seguridad Alto Bajo
Corriente responsable fase O 1Ca,L
Se abole por Tetrodotoxina Verapamilo,
Anestésicos locales Dihidropiridinas
Antiarritmicos del grupo 1 Ni, La, Co, Mn
PA: potenciales de acción. Vmax: velocidad máxima de despolarización. Tomado de Tamargo
y Delpón, 1999.
Como puede observarse en la Figura 1, la morfología de los PAs generados en los
distintos tejidos cardíacos es muy diferente, si bien, en general, los PAs ventriculares son más
prolongados que los auriculares. Esto constituye un mecanismo protector, evitando que las
células ventriculares respondan a frecuencias auriculares muy altas. Más aún, dentro del tejido
auricular y ventricular se han descrito importantes diferencias en la morfología y duración de los
PAs, lo que se ha atribuido a diferencias en la densidad y tipo de los canales iónicos expresados
en la membrana celular cardíaca. También puede verse cómo las fases del potencial de acción
cardíaco se corresponden con el electrocardiograma (ECG) de superficie (Figura 1). La fase O
de despolarización del potencial de acción auricular se corresponde con la onda P y la del
músculo ventricular con el complejo QRS del ECG. El intervalo PR refleja la velocidad de
conducción a través del nodo AY, el complejo QRS la velocidad de conducción intraventricular




1.3.1 Potenciales de acción Na-dependientes o rápidos.
En la Figura 3 se representan esquemáticamente las 5 fases de un potencial de acciónNa-
dependiente. En él lafase O del PA tiene lugar por la activación de la ‘Na (Carmeliet y Vereecke,
1979; Catterall, 1992b; Hille, 1992; Tamargo y cols., 1995a, Tamargo y Delpón, 1999), con lo
que en menos de 2 ms el potencial de membrana pasa de su valor en reposo, -85 mV, a un valor
positivo (+301+40 mV), ya que se tiende a alcanzar el potencial de equilibrio para el Na~ (+70
mV).
Los PA Na-dependientes presentan una gran amplitud (120-130 mV), una alta Vm~ (200-
700 VIs) y, como consecuencia, una rápida velocidad de conducción (1-4 mIs), por lo que su
propagación presentará un elevado margen de seguridad, es decir, que la posibilidad de que la
propagación de estas respuestas sea bloqueada será mínima en condiciones normales. Fármacos
como los anestésicos locales, antidepresivos tricíelicos (imipramina), antiarrítmicos del grupo
Figura 3. Esquema de las distintas fases que constituyen un potencial de acción
ventricular y las distintas corrientes iónicas de entrada (Na, Ca) y de salida (K)















1 (quinidina, lidocaina o flecainida), anticonvulsivantes (difenilliidantoína, carbamazepina) o la
tetrodotoxina son capaces de inhibir la 1Na~
Una vez que la despolarización alcanza suvalor máximo tiene lugar la repolarización del
PA, que tarda entre 170 y 350 ms en completarse. En ella se distinguen 3 fases: en primer lugar,
unafase inicial de repolarización, claramente presente en las células musculares auriculares y
de Purkinje, que desplaza el potencial de membrana hasta aproximadamente ±10mV. Lafase
1 de rápida repolarización es consecuencia de la inactivación de la 1Na’ de la rápida activación
de una corriente transitoria de salida de 10 (Itol) y de la activación de una corriente de C1
activada por el Ca» (ito2) (Tseng y Hofthian, 1989). La ‘to2 presenta menor amplitud que la I~
0~y
es inhibida por manganeso, cafeína y ryanodina, aunque su papel en el potencial de acción
cardíaco humano no es muy conocida (Zygmunt y Gibbons, 1991, 1992).
A continuación, tiene lugar la fase 2 ó de meseta en la que disminuye notablemente la
velocidad de repolarización, siendo este hecho el responsable de la larga duración del PA
cardíaco (DPA) que le diferencia de los PA registrados en otros tejidos. Esta fase representa un
equilibrio entre dos corrientes de entrada (INa y ICa,L) y diversas corrientes de salida de K~ (Ixur,
Vr, ‘Ks).
a) La entrada de Na~ durante esta fase se produce a través de un reducido número de
canales Na
4 que aún no se han inactivado; es lo que se denomina inactivación lenta de la 1Na
(Rudy, 1978, 1981; Atwell y cols., 1979; Saikawa y Carmeliet, 1982; Gintant y cols., 1984;
Clarkson y cols., 1984; Patlak y Ortiz, 1985; Quandt, 1987; Valenzuela y Bennett, 1994; Balser,
1999). La importancia de este componente lento es mucho más marcada en las células de
Purkinje que en las musculares ventriculares; ello explica porqué los fármacos antiarrítmicos del
grupo 1 o la tetrodoxina acortan la duración del potencial de acción más en las primeras que en
las segundas (Coraboeufy cols., 1979).
b) La activación de la 1Ca,L permite la entrada del Ca2~ necesario para que se produzca el
acoplamiento excitación-contracción cardíaco (Nilius y cols., 1985; Bean, 1989; Bers y Pérez-
Reyes, 1999).
c) La salida de 10 se producegracias a la activación secuencial de tres corrientes de salida
de K4 (JKur, 1Kr e Vs). La primera en activarse es la 1Kur , después lo hace la 1Kr y por último, la
‘Ks La corriente 1Ku- sólo está presente en el miocardio auricular (Wang y cols., 1993) y se
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denomina corriente rectificadora tardía de activación ultrarrápida, debido a su rápida cinética de
activación (l-2ms) (Tamkunycols., 1991; Fedidaycols., 1993; Snydersycols., 1993; Wang
y cols., 1993; Delpón y cols., 1996). La IKr o corriente rectificadora tardía de activación rápida,
se ha descrito tanto en tejido auricular como ventricular (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990a, 1991;
Sanguinetti y cols., 1995; Li y cols., 1996). Esta corriente presenta una marcada rectificación
interna, es decir, cuando se aplican pulsos a potenciales muy despolarizados (>+20 mV), la
corriente generada es menor que a O mV. Por otro lado, y a diferencia de lo que ocurre con el
resto de corrientes de 10, la amplitud de la 1Kr aumenta cuando se incrementa la LK4]~
(Sanguinetti y Jurkiewicz, 1992; Sanguinetti y cols., 1995; Roden y George, 1997). La última
corriente en activarse es la rectificadora tardía de activación lenta (IKJ, que presenta una cinética
de activación y deactivación muy lentas (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990 a,b; Delpón y cols.,
1995).
Durante la fase 3 la repolarización se acelera nuevamente y el potencial de membrana
vuelve a alcanzar el valor del potencial de reposo. Esta fase tiene lugar como consecuencia de
la inactivación de las corrientes de entrada, lo que provoca el predominio de las corrientes
repolarizantes de K% que ya se habían activado durante la fase 2 (IKUr’ ‘Kr’ 1K). Además,
conforme el potencial de membrana se repolariza por completo, se produce la activación de la
comente ~ que presenta una marcada rectificación interna y que es la responsable de la parte
final de la fase 3 de repolarización y del mantenimiento del potencial de reposo en las células
cardíacas no automáticas. La rectificación interna implica que la corriente será máxima a
potenciales cercanos al potencial de equilibrio para el IC~ (-90 mV) y mínima a potenciales
positivos a -30 mV (Tseng y cols., 1987; Carmeliet, 1993a; Kubo y cols., 1993; Nattel, 1998).
A su vez, la rectificación interna que presentan la ‘Kr y la ‘Kl explica porqué la fase 2 del
potencial de acción cardíaco puede mantenerse con una mínima entrada de cargas positivas, lo
que representa un importante ahorro energético para el miocardio que así tendrá que reincorporar
menores cantidades de IC~ contra su gradiente electroquímico. La densidad de los canales
responsables de la 1K1 es mínima en las células de los nodos SA y Ay, máximaen el sistema His-
Purkinje e intermedia en la aurícula (Gintant y cols., 1992; Carmeliet, 1993a).
Otras corrientes de K~ que presentan rectificación interna son la activada por la
acetilcolina (iK(Ach)) y la corriente bloqueada por el ATP intracelular (IK(ATP)). En las células de
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los nodos SA y AV, musculares auriculares y del sistema His-Purkinje, la interacción de la
acetilcolina y la adenosina con sus receptores respectivos M2 y Al, se acopla a una proteína G
inhibitoria (GK) que activa el canal K(Ach) (Sackman y cols., 1983, Kaprivinsky y cols.,
1995a,b; Aekermany Clapham, 1998). En los nodos SA y AV y en el sistema His-Pwrkinje, la
activación de esta corriente hiperpolariza el potencial de membrana, reduce la frecuencia sinusal
y suprime el automatismo ventricular, mientras que en las células musculares auriculares acorta
marcadamente la DPA (Shen y Kurachi, 1995; Pelleg y Belardinelli, 1993). Recientemente, se
ha demostrado que el canal K(Ach) es un heterotetrámero formado por las subunidades GIRK1
(Kir 3.1) y GIRK4 (Kir 3.4).
En 1983, Noma, describió en miocitos auriculares y ventriculares de cobayo una corriente
de salida de K4 que se activa en condiciones de inhibición metabólica (isquemia, hipoxia) o en
un medio carente de ATP (TK(ATP)) (Beech y cols., 1993; Edwards y Weston, 1995). Por tanto,
la 1K(ATP) es la responsable del acortamiento de la DPA que aparece durante la isquemia cardiaca,
que facilita las arritmias por reentrada (Carmeliet, 1999). Los canales responsables de esta
corriente, son el resultado del ensamblaje de un canal de K4 con carácter rectificador interno (Kir
6.2) y la subunidad del receptor de las sulfonilureas (SIJR2A) (Ashford y cols., 1994; Inagaki
y cols., 1996; Aguilar-Bryan y cols., 1998).
Otras corrientes de salida de I(~ que podrían activarse durante el PA cardíaco son una
corriente que se activa al aumentar la [Ca»] libre intracelular (1K(ca))’ que juega un cierto papel
en la repolarización inicial del PA auricular del cobayo (Carmeliet, 1999) y la corriente que se
activa al aumentar la concentración de Na intracelular (‘K(Na)). que podría ser responsable del
acortamiento de la DPA y del intervalo QT del ECG que aparece en células intoxicadas por
digoxina.
La activación de la bomba Na4-K4 genera una corriente repolarizante, que podría
participar también tanto en la fase 3 como en el mantenimiento del Em.
1.3.2 Potenciales de acción Ca-dependientes o lentos.
Este tipo de potenciales de acción es generado por células de los nodos SA y AV, así
como por células de los anillos de las válvulas mitral y tricúspide y por células anormalmente
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despolarizadas (Reuter, 1973; Cranefleld, 1975; Tamargo, 1992, Tamargo y cols., 1992a). Todas
estas células presentan un potencialdiastólico máximo y un potencial umbral más despolarizados
que las células Na-dependientes (-65 y -40 mV, respectivamente) debido a la ausencia de la IKI
que es la principal responsable del mantenimiento del potencial de reposo en tejidos cardíacos
Na-dependientes (Noma y cols., 1984; Giles y Shibata, 1985).
A -40 mV, la 1Na se encuentra inactivada por lo que la fase O de rápida despolarización
de estos PAs es debida a la activación de la 1Ca,L. Dado que la magnitud de esta comente es
menor y su cinética de activación es más lenta que la de la 1Na’ estos potenciales presentan menor
amplitud (70-80 mV) y, además, se propagan más lentamente (0.02-0.05 mIs), lo que explica su
denominación de potenciales de acción lentos. Por ello, estos PAs presentan un bajo margen de
seguridad de propagación, lo que facilita la aparición de áreas de bloqueo unidireccional y, por
tanto, de circuitos de reentrada tanto en tejidos nodales como en tejidos anormalmente
despolarizados (en situaciones de isquemia, hiperpotasemia, fibrosis, etc) (Cranefleld, 1975).
La repolarización de las respuestas lentas se debe a la inactivación de la ICa,L (Carmeliet
y Vereecke, 1979) y a la activación de diferentes corrientes de salida de I(~. En el nodo SA, la
Itol aparece en las células periféricas pero no en las que forman la porción central del mismo,
mientras que en las células de la porción central de los nodos SA y AV de mamíferos, la fase 3
de repolarización se debe a la activación de las corrientes ‘Kr e IKs (Sanguinetti y Jurkiewicz,
1990a,b; 1991; Li y cols., 1996).
Las células automáticas cardiacas presentan, tras la repolarización, unafase 4 de lenta
despolarización diastólica (F4LDD) que desplaza de forma progresiva el potencial de membrana
hacia el nivel del potencial umbral, generándose un nuevo PA cuando se alcanza este último
(Figura 4). La frecuencia de disparo de una célula automática viene determinada por el nivel del
potencial diastólico máximo al final de la repolarización, la inclinación de la fase 4 y el nivel del
potencial umbral. Las células del nodo SA generan PA a mayor frecuencia que las restantes
células automáticas (60-80 latidos/minuto), por lo que actúan como el marcapasos dominante
que determina la frecuencia cardíaca. Las restantes células automáticas actúan como marcapasos
latentes o subsidiarios. Debido a su mayor frecuencia de disparo, los impulsos generados en el
nodo SA despolarizan las restantes células automáticas, antes de que su F4LDD haya alcanzado
el nivel del potencial umbral; es decir, que el nodo SA ejerce sobre los marcapasos subsidiarios
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Figura 4. Representación esquemática delpotencial de acción del nodo SA con su fase 4 de lenta
despolarización diastólica (F4LDD) delimitadapor el nivel del potencial diastólico máximo al
final de la repolarización y el nivel del potencial umbral.
el fenómeno de “supresión por sobreestimulación” (Vasalle, 1977).
El mecanismo ¡¿nico responsable de la F4LDD es diferente en las células del nodo SA
y en las del sistema His-Purkinje, puesto que el potencial diastólico máximo en las células del
nodo SA (-65 y -40 mV), es menos negativo que en las del sistema His-Purkinje (-75 mV). En
las células automáticas del sistema His-Purkinje, la F4LDD se divide en 3 fases (DiFrancesco
y Noble, 1985): 1) en la primera, el potencial diastólico máximo y la velocidad de
despolarización inicial dependen de la deactivación de la ‘Kr e ‘Rs que habían sido activadas
durante el PA. 2) En la segunda fase interviene la activación de una corriente de entrada de Na4
activada durante la hiperpolarización (Ir) en ausencia de cambios o tras un ligero aumento de la
‘Kl~ 3) La fase final, en la que tiene lugar una aceleración de la despolarización, es debida a la











La F4LDD en una célula del nodo SA sería la resultante de la activación de diversas
corrientes iónicas de entrada (iCa,T, ‘Ca,L’ ‘f’ ‘Na,B y la generada por el intercambiador Na-Ca) y
la deactivación de ños corrientes de salida (‘Kr e ‘KS) a distintos niveles de voltaje durante el
intervalo diastólico (Giles y cols., 1986; Irisawa y Hagiwara, 1988; Anumonwo y cols., 1990).
El resultado total es un aumento de la corriente neta de entrada que sería la responsable de la
F4LDD.
La 1CaT se activa a potenciales de membrana comprendidos entre -60 mV y -40 mV,
alcanza su amplitud máxima entre -40 y -10 mV y su inactivación, a diferencia de la 1CaL’ es
exclusivamente voltaje-dependiente; siendo la responsable de la aceleración final de la
despolarización diastólica (Tainargo y Delpón, 1999). Esta corriente es inhibida por amilorida,
flunarizina y mibefradilo, siendo insensible a la tetrodotoxina, al isoproterenol y a los
bloqueantes de los canales de Ca» (Bers y Pérez-Reyes, 1999).
¡.4. Propagación del impulso cardíaco.
En condiciones normales los impulsos generados en las células automáticas del nodo SA
se propagan de forma electrotónica a las células excitables auriculares vecinas, desplazando su
nivel de E~ hasta el nivel de potencial umbral. Cuando esto sucede, se genera un nuevo PA que
a su vez despolarizará electrotánicamente las células vecinas hasta el nivel de potencial umbral
produciendo la génesis de un nuevo potencial de acción y así sucesivamente a través de todo el
tejido cardíaco. La capacidad del potencial de acción propagado para desplazar el potencial de
reposo de una célula adyacente hasta el potencial umbral y generar un nuevo potencial de acción
se denomina margen de seguridad. Cuanto mayor sea la amplitud de la 1Na’ que genera el
potencial de acción, mayor será la velocidad con la que éste se conduce por el miocardio y, por
lo tanto, también será mayor el margen de seguridad. Por el contrario, en situaciones en las que
la ‘Na esté parcialmente inhibida, o en células que generan PAs Ca-dependientes, el margen de




Hace más de 150 años que se demostró que la capacidad del corazónpara responder a un
estímulo varia a lo largo del ciclo cardíaco, debiendo transcurrirun cierto tiempo después de que
el corazón se contrae antes deque se recupere la excitabilidad (Bowditch, 1871). A este período
de tiempo se le denominaperíodo refractario.
En las células que generanPAs Na-dependientes, el periodo refractarioviene determinado
por la reactivaciónvoltaje- y tiempo-dependiente de la 1Na La 1Na se activa durante la fase 0, pero
se inactiva en 0.5-2 ms. La 1Na alcanza valores máximos a -90 mV y al despolarizar la membrana
la 1Na disminuye gradualmente, de tal forma que a potenciales positivos a -60 mV los canales se
encuentran totalmente inactivados y no es posible que se activen-abran para permitir el paso del
Na4 a su través (Figura 5). Es decir, que la despolarización del Em inactiva la 1Na y los canales
de Na~ se hacen no conductores. En consecuencia, las células cardiacas que generan PAs Na-
dependientes no pueden generar una nueva respuesta propagada hasta que el Em no se ha
repolarizado hasta valores inferiores a -60 mV. Este período de tiempo en el cual la célula no es
capaz de generar un PA propagado en respuesta a un estímulo supraumbral y permanece
inexcitable recibe el nombre de período refractario absoluto (Hoffman y Cranefield, 1960;
Tamargo y Delpón, 1999). A medida que la célula se repolariza entre -60 y -90 mv, los canales
de Na~, se reactivan paulatinamente, es decir, pasan del estado inactivo al de reposo, desde donde
pueden volver a activarse-abrirse, es decir, que al final de la repolarización la excitabilidad se
recupera de forma progresiva. Así, a medida que la célula se repolariza, existe un período de
tiempo, denominado período refractario efectivo (Hoffman y Cranefleld, 1960; Tamargo y
Delpón, 1999), durante el cual un estímulo supraumbralpude producir una respuesta local, pero
no un potencial de acción propagado. El período refractario efectivo es seguido de otro período
de tiempo durante el cual un estímulo ya es capaz de inducir un potencial de acción propagado.
A este período se le denomina periodo refractario relativo. Durante el periodo refractario
relativo, la 1Na aún no se ha reactivado por completo, por lo que si en este momento se genera un
PA prematuro, ésteva a presentar menoramplitud y una duración más corta que un PA generado
cuando la célula se ha repolarizado y recuperado por completo su excitabilidad. Estos PAs
prematuros se propagan más lentamente, presentan un bajo factor de seguridad, pudiendo
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bloquearse su conducción propiciando la aparición de arritmias por reentrada (Delpón, 1992;
Tamargo, 1992; Tamargo y Delpón, 1999).
La duración del período refractario cardiaco varía con la del PA. Los fármacos que
prolongan la reactivación de la ‘Na (antiarrítmicos, anestésicos locales) incrementan la duración
del período refractario más allá de lo que dura el potencial de acción cardíaco. La isquemia
cardíaca, por despolarizar el Em y prolongar la reactivación de la 1Na’ también aumenta la
duración del período refractario cardíaco. La duración del periodo refractario determina la
máxima frecuencia de estimulación cardiaca. La DPA y del período refractario en las células
auriculares es menor que en las ventriculares (150 vs. 250 ms) y en éstas es menor que en las
células de Purkinje, lo que explica por qué, la frecuencia de las taquiarritmias supraventriculares
es mayor que la de las ventriculares. El periodo refractario, además, protege al corazón de las
frecuencias muy rápidas, que impiden una relajación completa del músculo cardíaco y
disminuyen su función de bomba.
En los nodos SA y AV, la fase 0 del PA es debida a la activación de la 1C~L’ Estacorriente
Potencial de reposo (mV
)




presenta una constante de tiempo de reactivación que oscila entre 100 y 300 ms (Gettes y Reuter,
1974; Bers y Pérez-Reyes, 1999). Por ello, no esposible generar un nuevo PA propagado incluso
hasta después de que la célula se haya repolarizado por completo. Es decir, que el período
refractario efectivo se prolonga más allá de la DPA (Trautwein y Uchizono, 1963). A este
fenómeno se le denomina refractariedadpostrepolarización y puede aparecer también en fibras
Na*~dependientes anormalmente despolarizadas como consecuencia de cardiopatía isquémica o
fibrosis. El hecho de que el nodo AV presente un periodo refractario prolongado representa un
mecanismo protector que en presencia de ritmos supraventriculares rápidos (flúter o aleteo y
fibrilación auriculares) impide que aparezcan aumentos muy marcados de la frecuencia
ventricular.
II. Canales iónicos voltaje-dependientes implicados en la génesis del PA cardíaco.
11.1. Canales de Na~.
El primer canal iónico donado fue el canal de Na~ del Electrophorus electricus (Noda
y cols., 1984). Posteriormente, se han donado diversos canales de Na~ voltaje-dependientes de
diferentes especies y tejidos (Balser, 1999). En el hombre, existen al menos seis genes que
codifican la subunidad a para distintas isoformas del canal de Na~ en cerebro, músculo
esquelético o corazón (Ahmed y cols., 1992; George y cols., 1992; Gellens y cols., 1992). El gen
que codifica la expresión del canal de Na* presente en el corazón humano se denomina SCN5A
(George y cols., 1995). El canal de Na~ presenta tres estados conformacionales: reposo, activo
e inactivo (Hodgkin y Huxley, 1952; Hille, 1977; Hondeghem y Katzung, 1977,1984;
Hondeghem, 1987; Tamargo y cols., 1989, 1992a, 1992b). Durante la diástole el canal se
encuentra en estado de reposo. Durante la despolarización el canal de Na~ se abre, permitiendo
la entrada de iones Na~ a su través. A continuación, el canal se inactiva y cesa la entrada de Na~.
El estado inactivo predomina durante la repolarización celular, por lo que el tiempo que el canal
permanece en este estado viene determinado por la DPA. La despolarización del potencial de
membrana también aumenta el número de canales que se encuentran en estado inactivo, por lo
que durante la diástole en el miocardio isquémico-despolarizado aumenta la proporción de
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canales que se encuentran en estado inactivo (Hondeghem y Katzung, 1977, 1984; Hondeghem,
1987; Tamargo y cols., 1989, 1992a,b). El canal inactivo no puede reabrirse sin volver
previamente al estado de reposo. Esta transición del canal denominada reactivación del canal de
Na~, tiene lugar, en condiciones fisiológicas, durante los primeros 50-100 ms de la diástole
(constante de tiempo o tre < 30 ms). Por tanto y dado que en ritmo sinusal el intervalo diastólico
es de 500-700 ms, cuando llega el siguiente latido, la mayoría de los canales se encuentran en
estado de reposo y, por lo tanto disponibles para ser activados de nuevo.
11.1.1. Corriente de Na~.
El flujo de iones Na~ a través de los canales voltaje-dependientes genera una corriente
rápida de entrada de sodio (‘ND que es la responsable de la fase O de los PAs generados en las
células musculares auriculares y ventriculares y en las del sistema His-Purkinje (Brown y cols.,
1981; Fozzard y cols., 1985). Además, interviene, junto con la ‘Ca,L’ en el mantenimiento de la
fase de meseta caracteristica del PA. Por todo ello, se ha propuesto que ciertas anomalías en la
cinética de apertura y cierre de los canales de Na~ cardíacos podrían jugar un papel muy
importante en la génesis y/o mantenimiento de diversas arritmias cardíacas (Saikawa y
Canneliet, 1982; Clarkson y cols., 1984).
La ‘Na se activa rápidamente (0.5-2 ms), alcanza un pico máximo y a continuación se
inactiva también de forma rápida (Figura 6). El umbral de activación de la corriente se encuentra
aproximadamente en -60 mV y alcanza su valor máximo entre -30 y -20 mV. La inactivación de
la ‘Na cardíaca es un proceso biexponencial, que presenta un componente rápido y otro lento,
denominados inactivación rápida y lenta, respectivamente (Rudy, 1978, 1981; Saikawa y
Carmeliet, 1982; Gintant y cols., 1984; Clarkson y cols., 1984; Patlak y Ortiz, 1985; Quandt,
1987; Valenzuela y Bennett, 1994; Balser, 1999). El componente lento es muy pequeño
comparado con el rápido; sin embargo, al ser un proceso que se prolonga durante varios cientos
de ms, es el responsable de la entrada de Na4 durante la fase de meseta del PA cardíaco
(Clarkson y cols., 1984; Canneliet, 1987; Fozzard y cols., 1987). Elproceso de inactivación lenta
ha despertado un gran interés en fechas recientes tras comprobarse que mutaciones en el gen
SCN5A retrasan la inactivación lenta y facilitan la prolongación del intervalo QT del ECG,
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siendo responsables del genotipo 3 del síndrome de QT largo Romano-Ward (LQT3) (Roden y
cols., 1996; Balser, 1999).
11.1.2. Estructura del canal de Na~.
El canal de Na~ cardíaco está formado por una subunidad a (260 kDa), que es la que
forma el poro del canal y a la que se unen los fármacos antiarritmicos del grupo 1. En neuronas,
además, de la subunidad a, existen dos subunidades I~ [I~1-36 kDa y I~2-33 kDa) muy
glicosiladas (Hartshorne y Catterall, 1981, 1984; Hartshorne y cols., 1982; Messner y Catterall,
1985; Catterall, 1995). La subunidad a está constituida por cuatro dominios, cada uno de los
cuales presenta 6 segmentos transmembranales (~¡-~~), que se disponen en forma de a-hélice
(Noda y cols., 1984; Fozzard y Hanck, 1996; Balser, 1999) y que están unidos entre sí por
5 ms
Figura 6. Corriente rápida de entrada de Na4obtenida en
miocitos ventriculares de cobayo al aplicar pulsos
despolarizantes de 20 ms desde el potencial de fijación -120




cadenas peptídicas (Figura 7). Los segmentos S5 y ~6 están colocados alrededor del poro y entre
ellos se encuentra una cadena peptídica denominada región P. Esta subunidad a puede ser
fosforilada por la protein-cinasa A. La densidad de canales de Na~ es muy variable en los
distintos tipos de células excitables (filíe, 1992), existiendo también importantes diferencias
entre los distintos tejidos cardíacos. Ello explicaría las diferencias en la velocidad de conducción
del potencial de acción cardiaco y la distinta sensibilidad a los fármacos que bloquean los canales
de Na
4(antiarrítmicos, anestésicos locales) (Fozzardy cols., 1985; Fozzard y Hanck, 1992,1996).
La inyección del ARNm que codifica la subunidad a del canal de Na~ en oocitos de
Xenopus permite la expresión canales de Na~ funcionales que generan una corriente iónica de
entrada de Na~ (INa) de características similares a las registradas en células nativas (Goldin y
cols., 1986; Noda y cols., 1986; Auld y cols., 1988; Suzuki y cols., 1988; Cribbs y cols., 1990;
Isom y cols., 1992). La coexpresión de las subunidades a y It del canal de Na~de cerebro de rata
en oocitos de Xenopus aumenta la amplitud y acelera la cinética de activación, inactivación y












recuperación de la inactivación de la ‘Na (Isom y cols., 1992). Estas son las características de la
‘Na nativa, lo que sugiere que la subunidad 13’ modula la actividad de los canales de Na*
neuronales. Sin embargo, en el corazón existen datos contradictorios en cuanto a si la subunidad
a se asocia ono una subunidad 13í, lo que puede atribuirse a la utilización de distintos sistemas
de expresión (oocitos de Xenopus, células de mamífero) (Cohen y Levitt, 1993; Kurz y cols.,
1995; Makita y cols., 1996; Bradley y cols., 1995; Nuss y cols., 1995; Kupershmidt y cois.,
1996; 1998a; Yang y Roden, 1996). La subunidad I~2 descrita en neuronas, no se ha encontrado
en miocitos cardíacos (Ackerman y Clapham, 1998).
Al despolarizar la membranade una célula cardíacase produce un cambio conformacional
en la estructura del canal que provoca la apertura del poro iónico, permitiendo el paso del Nat.
Esteproceso se denomina activación del canal y requiere el movimiento de “partículas cargadas”
a través del campo eléctrico transmembrana. En cada segmento S
4 del canal de Na~ existen entre
5 y 8 aminoácidos cargados positivamente (argininas, lisinas), por lo que se supone que actuaría
como el sensor de voltaje (Sttihmer y cols., 1989a). A favor de esta hipótesis está el hallazgo de
que la mutación de estos aminoácidos cargados por otros neutros, modifica la dependencia de
voltaje del canal de Na~, de tal forma que disminuye la carga neta y la curva de activación se
desplaza hacia potenciales de membrana más positivos (Sttilimer y cols., 1989a; Auld y cols.,
1990; Yang y cols., 1996).
La inactivación del canal de Na~ es un proceso rápido y prácticamente voltaje-
independiente. La pequeña dependencia de voltaje observada es debida al acoplamiento entre los
procesos de activación e inactivación (Armstrong y Bezanilla, 1977; Aldrich y cols., 1983;
Fozzard y Hanck, 1992; Chahine y cols., 1994; Yang y cols., 1994). El proceso de inactivación
se elimina tras tratar la cara citoplasmática del canal con enzimas proteolíticas (Armstrong y
Bezanilla, 1977; Bezanilla y Armstrong, 1977; Bean, 1981; Patlak y Horn, 1982; Gonoi y Hille,
1987; Valenzuela y Bennett, 1994; Balser, 1999). Realizando mutaciones dirigidas en la región
intracelular que une los dominios III y IV se ha identificado un grupo de tres aminoácidos
hidrofóbicos (isoleucina, fenilalanina y metionina : triplete IFM) cuyapresencia es esencial para
el proceso de inactivación (Sttibmer y cols., 1989a; Vassilev y cols., 1989; Patton y cols., 1992;
West y cols., 1992; Hartmann y cols., 1994; Balser, 1999). En base a estos resultados se ha
propuesto que el bucle que une los dominios III y IV actúa como partícula inactivante y los tres
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aminoácidos JFM serian el anclaje que estabilizada la unión del bucle a la boca intracelular del
poro, produciendo así la inactivación del canal. El sitio receptor al que se unida el triplete IFM
estaría situado en el segmento ~6 del dominio IV (McPhee y cols., 1994). Los residuos
aminoacídicos situados los dominios III y IV, próximos al bucle intracitoplasmático, constituyen
un “lugar de acoplamiento” que contribuye al proceso de inactivación (Tang y cols., 1996, 1998;
Smith y Goldin, 1997; Lerche y cols., 1997; McPhee y cols., 1998; Filatov y cols., 1998).
El genotipo 3 del síndrome Romano-Ward de QT largo congénito (LQT3), se asocía a
mutaciones en el gen que codifica la expresión de la isoforma cardíaca de la subunidad «~ canal
de Na~ (SCN5A) (Wang y cols., 1995a,b; George y cols., 1995; Roden y cols., 1996; Balser,
1999). Estas mutaciones retrasan el proceso de inactivación de la ‘Na’ provocando un aumento
de la entrada de Na~ durante la repolarización del potencial de acción cardíaco (West y cols.,
1992; Hartmaun y cols., 1994). Esto provoca una prolongación de la DPA responsable a su vez
de la prolongación del intervalo QT que puede originar las arritmias ventriculares polimórficas
potencialmente mortales, torsades depointes (Bennett y cols., 1995; Dumaine y cols., 1996).
Más recientemente se ha descrito que mutaciones que modifican el acoplamiento activación-
inactivación y el proceso de deactivación también pueden ocasionar LQT3 (Kambouris y cols.,
1998; Makitaycols., 1998; Weiycols., 1999).
2-’-11.2. Canales de Ca
Los canales de Ca» voltaje-dependientes se encuentran en la membrana celular y en la
del retículo sarcoplásmico. A diferencia de los tejidos neuronales, donde se han identificado hasta
seis subtipos de canales de Ca» (L, N, P, Q, 1 y R), en miocardio humano sólo se han descrito
los L y los T (Bean, 1989; Nilius y cols., 1985).
La distinción entre los canales tipo L y tipo 1 se lleva a cabo sobre la base de sus
propiedades cinéticas de activación e inaetivación (los canales tipo L se activan e inactivan más
lentamente que los tipo T) y su distinta sensibilidad farmacológica. Así, los tipo T son
bloqueados por la amilorida, flunarizina y mibefradilo, mientras que los tipo L constituyen la
diana farmacológica de los antagonistas del calcio (dihidropiridinas, verapamilo y diltiazem).
Los canales tipo L están presentes en todas las células cardíacas y a nivel de las células
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musculares auriculares y ventriculares se acumulan en los túbulos T en íntimo contacto con las
zonas donde se disponen los canales de rianodina del retículo sarcoplásmico. La distribución de
los T es más variable, siendo mínima su expresión en las células musculares ventriculares y
máxima en las células auriculares y automáticas (del nodo SA o de Purkinje) (Mitra y Morad,
1986; Hagiwara y cols., 1988; Bean, 1989; urano y cols., 1989; Yuan y cols., 1996). Estas
características de los canales T, unidas a su elevada velocidad de inactivación, explican por qué
los canales tipo T no participan en el acoplamiento excitación-contracción cardíaco y sí en la
regulación del automatismo cardíaco (Wu y Lipsius, 1990; Hagiwara y cols., 1988). por el
contrario, la entrada de Ca» a través de los canales tipo L, es responsable del acoplamiento
excitación-contracción ya que estimula los receptores de rianodina y facilita la salida de Ca24 del
retículo sarcoplásmico hacia las proteínas contráctiles (Bers y Pérez-Reyes, 1999).
11.2.1. Canales de Ca» tipo L.
11.2.1.1. Corriente de Ca2~ a través de los canales tipo L.
Los iones Ca2~ están involucrados en la transmisión de señales a través de las membranas
biológicas, así como a nivel intracelular. El flujo de Ca» a través de los canales voltaje-
dependientes se realiza a favor de un gradiente electroquímico, ya que en condiciones
fisiológicas, la concentración extracelular de 24 2+([Ca ]e) es mucho mayor que la intracelular
([Ca24]~) (1.5 mM vs. 0.1 j.tM) y el interior celular se encuentra cargado negativamente con
respecto al medio extracelular (Hille, 1992). Durante la activación celular, la [Ca2~]~aumenta
hasta 100 veces (10 HM), debido a la entrada de Ca2~ extracelular y a la liberación del Ca2~
almacenado en el retículo sarcoplásmico.
El Ca2~ que entra a través de los canales tipo L es responsable de varios procesos como:
a) el acoplamiento excitación-contracción de la musculatura cardíaca, lisa y esquelética. b) La
excitabilidad celular y en particular, de la despolarización de las células de los nodos SA y AV.
c) Lasíntesis y liberación de neurotransmisores, sustancias vasoactivas y factores de crecimiento.
d) La quimiotaxis y la diferenciación celular, e) La activación de diversas enzimas. La corriente
‘Ca,L interviene,junto con la ‘Na y otras corrientes de 10, en la fase de meseta del potencial de
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acción cardíaco. La entrada de Ca2~ durante esta fase disminuye la velocidad de repolarización,
por lo que prolonga la duración del PA cardíaco. Por otra parte, la ‘CaL es la responsable de la
fase O de los potenciales de acción generados por las células de los nodos SA y AV (Carmeliel
y Vercecke, 1979; Tamargo y Delpón, 1999). Es responsable, además, del automatismo anormal
que aparece en células cardíacas despolarizadas, de los postpotenciales tempranos y del acúmulo
2+
patológico de Ca que aparece durante la isquemia-reperfusión coronaria (Tamargo, 1995).
La ‘Ca,L cardíaca se activa más lentamente que la ‘Na’ alcanza su valor máximo al cabo
de 1-5 ms y se inactiva más lentamente (x = 20 ms) (Figura 8). La ‘CaL presenta un potencial
umbral de activación de aproximadamente -30 mV y alcanza su amplitud máxima entre O y +10
mV. La magnitud de la ‘Ca,L registrada no sólo depende del voltaje, sino también del catión
utilizado como transportador de cargas positivas y de su concentración extracelular. De hecho,
la amplitud de la ‘Ca,L aumenta al incrementar la [Ca24].o al sustituir de forma equimolecular el
Ca2~ por Ba2~ (Cavalie y cols., 1983; Sakmann y Neher, 1983; Tsien y cols., 1987; Bers y Pérez-
Reyes, 1999). La ‘CaL es inhibida por diversos cationes di/trivalentes (Ni, Co, Mn, La) o por los
denominadosfármacos antagonistas del calcio (verapamilo, diltiazem, nifedipina, etc) (Tamargo
Figura 8. Corriente de Ca2~ a través de canales tipo L registrada
en un miocito ventricular de conejo al aplicar un pulso de 150 ms






y Delpón, 1991; Lufl y Haller, 1993; Bers y Pérez-Reyes, 1999).
11.2.1.2. Estructura de los canales de Ca24 tipo L cardíacos.
Son glicoproteinas estructurales de membrana constituidas por cuatro subunidades (aíc,
a
2, 13 y 6) (Figura 9) (Campbell y cols., 1988; Chang y Hosey, 1988; Schneider y Hofhiann,
1988; Kuniyasu y cols., 1992; Bers y Pérez-Reyes, 1999). La subunidad a~ está unida a las
subunidades 13 mediante uniones no covalentes. Las subunidades «2 y 6 son codificadas por el
mismo fragmento de ARNm, por lo que se considera que forman un complejo («2/6), unido por
puentes disulfuro en el cual el extremo N-terminal pertenece a la subunidad «2 y el C-terminal
alaó.
La subunidad «~ (2179 aminoácidos) presenta una gran homología estructural con la
subunidad a del canal de Na~. Está constituida porcuatro dominios homólogos formados por seis
segmentos transmembrana unidos entre sí por cadenas peptídicas (Sí-S6)~ La subunidad «2 está
constituida por dos segmentos transmembrana unidos entre sí por cadenas peptídicas, mientras
que la subunidad 6 está constituida por un único segmento transmembrana, estando ambas
subunidades muy glicosiladas. La subunidad 13 estáconstituida por cuatro segmentos, unidos por
cadenas peptídicas, que no pueden ser glicosilados, ni poseen dominios hidrófobos ya que está
situada en la zona intracitoplasmática de la membrana cardíaca (Takahashi y cols., 1987). Esta
subunidad puede ser fosforilada por diferentes protein cinasas celulares.
La inyección de ARNm que codifica la isoforma cardíaca de la subunidad a~ («fc) del
canal tipo L en oocitos de Xenopus, origina la expresión de canales de Ca
24 funcionales, que
generan una corriente iónica (‘caL) similar a la generada en células nativas (Mikami y cols.,
1989). La subunidad «~G contiene el poro iónico y el sitio de unión para los antagonistas del
calcio (Lacerda y cols., 1991). Sin embargo, la amplitud de esta corriente es menor que la
registrada en células nativas, su cinética de activación e inactivación está retardada y su
dependencia de voltaje está desplazada hacia potenciales más positivos. Estos resultados sugieren
que las subunidades «2/6 y 13 modulan la función de la subunidad « ~c(Haase y cols., 1996).
Al que en el canal de la activación del canal de Ca2~igual N&, tipo L exige la presencia
de aminoácidos cargados que, con la despolarización, se desplazan dentro del campo eléctrico
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transmembranaprovocando un cambio conformacional en la estructura del canal y la apertura
del poro iónico del mismo. Del mismo modo que en el canal de Na~, los segmentos S4 de la
subunidad «~c poseen una elevada cantidad de aminoácidos cargados positivamente (argininas,
usinas), por lo que es éste segmento el que actúa como sensorde voltaje (Catterall, 1992a, 1995;
Stíiihmer, 1991).
La inactivación del canal de Ca
2~ tipo L es un proceso regulado tanto por cambios en el
potencial de membrana como en la [Ca2fl, es decir, es voltaje- y Ca 2tdependiente (Kass y
Sanguinetti, 1984; Lee y cols., 1985; Hadley y Hume, 1987). Cuando se estudia la corriente de
Ca2~ en ausencia de este ión y con Ba2~ como portador de cargas, el proceso de inactivación es
lento y monoexponencial, mientras que pasa a ser un proceso biexponencial rápido en presencia
2+
de concentraciones fisiológicas de Ca (Kass y Sanguinetti, 1984; Lee y cols., 1985). Como
consecuencia, la conductancia máxima del canal tipo L pasa de 8-10 PS en presencia de Ca» a
16-24 pS en presencia de 110 mM de Ba2t Se han realizado numerosos estudios para determinar
las estructuras del canal tipo L involucradas en el proceso de inactivación, habiéndosepropuesto
que los segmentos S6 de los dominios 1, III y IV podrían participar en este proceso (Hering y
cols., 1998).




11.2.2. Canales de Ca» tipo T.
11.2.2.1. Estructura de los canales de Ca24 tipo T.
Los canales de Ca2~ tipo T presentan una disposición similar a la de los canales tipo L.
Están formados por cuatro dominios que constan de seis segmentos transmembrana cada uno de
ellos, siendo el S
4 el segmento que actúa como sensor de voltaje. Recientemente, se han donado
dos subtipos de subunidad «~ pertenecientes al canal de Ca
2~ tipo T, la «iG (Pérez-Reyes y cols.,
1998) y la «íH (Cribbs y cols., 1998), que no presentan analogía (sólo un 15 %) con la secuencia
de aminoácidos de la subunidad «~ del canal tipo L. Además, en ellas no existe una región de
anclaje a la subunidad 13. La expresión de las subunidades «io o ~ sin ninguna subunidad
auxiliar, da lugar a un canal de Ca» que genera una corriente (‘CaT) con las características
similares a las registradas en canales tipo T nativos. Estos canales se activan a -70 mV, presentan
una baja conductancia al Ba2~ (6-8 PS en 100 mM Ba2~) y su inactivación es un proceso
exclusivamente voltaje-dependiente (Bers y Pérez-Reyes, 1999).
11.3. Canales de Kt
Los canales de 10 son los encargados del transporte de iones 10 a través de la membrana
citoplasmática, a favor de su gradiente electroquímico. A diferencia de lo que ocurre con otros
iones, existe una gran diversidad de corrientes de 10 que presentan marcadas diferencias en su
cinética, dependencia de voltaje, conductancia y sensibilidad a fármacos, mediadores endógenos
o toxinas. Además, existen importantes diferencias en la densidad de canales de 10 dependiendo
del tejido cardíaco (aurícula vs. ventrículo) e incluso dentro de un mismo tejido (endocardio vs.
epicardio, músculo vs. Purkinj e). El desarrollo de las técnicas de biología molecular ha permitido
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Figura 10. Representación esquemática de los canales de IC donados hasta el
momento. Están clasificados en base al número de segmentos transmembrana (Tm)
que poseen.
Atendiendo a su topología, podemos distinguir 3 grandes grupos de canales de K~
(Figuras 10 y 11). En primer lugar, los canales de ES formados por tetrámeros de subunidades
a que constan de 6 segmentos transmembrana y un único poro (6Tm-lP). A este grupo
pertenecen los canales de K~ voltaje-dependientes y los activados al aumentar la [Ca»]¡. En
segundo lugar, los canales con carácter rectificador interno, formados por tetrámeros de
subunidades a, que presentan dos segmentos transmembrana (Ml y M2) unidos porel segmento
H5 que es el responsable del poro y de la selectividad del canal (2Tm-1P); a este grupo
pertenecen los canales responsables de las corrientes cardíacas ‘KI’ ‘K(Ach) e ‘K(ATP) (Kubo, 1993;
Jan y Jan, 1994). Estos canales presentan una secuencia GYG (glicina-tirosina-glicina) en el
segmento H5, que constituye el filtro de selectividad y en el extremo C-terminal la secuencia
serina/treonina-X-valina/isoleucina (S/T-X-V/I), que permitiría el andíaje de la subunidad a a la
membrana celular. Recientemente se ha obtenido la estructura cristalográfica de un canal 2Tm-IP
del Streptomyces lividans, (KcsA), proponiéndose que esta estructura podría ser común a todos
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Figura 11. Representación esquemática de la estructura de las subunidades a de los canales de
K4 cardíacos donados hasta el momento.
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los canales de K4 (Figura 12) (Doyle y cols., 1998). Según el modelo, una de las hélices, el
segmento Ml reviste la luz del poro mientras que la otra, la que forma el M2 queda embebida
en lamembrana lipídica. El Ml está dispuesto perpendicularmente a la bicapa, mientras que el
M2 está inclinado unos 250. Por ello, el poro del canal tiene forma de cono invertido, estando el
vértice del mismo en la cara citoplasmática y la base en la cara extracelular. La longitud del poro
es de 45 A, iniciándose en la cara citoplasmática por un túnel de 18 A de longitud, que se abre
a una cavidad de 10 A de ancho en la región central. Tras la cavidad, el poro se estrecha
considerablemente, constituyendo esta barrera, el filtro de selectividad. Este está formado por las
cadenas polares de los restos GYG y determina una región de 12 A de longitud con una luz tan
estrecha que sólo los iones K4una vez deshidratados pueden atravesarla. A lo largo del filtro sólo
pueden encontrarse 2 iones Kt separados por una molécula de agua, a una distancia de 7.5 A.
Es importante destacar que, exceptuando los restos que forman el filtro de selectividad, los
aminoácidos que constituyen las paredes del canal son hidrófobos minimizandose así la
interacción electrostática del K4con el canal, creándosede esa forma, una ruta de bajaresistencia
desde el citoplasma hasta el filtro de selectividad. Para compensar el coste energético de la
deshidratación del ión al atravesar el filtro, los átomos de 02 de los grupos carbonilos de los
enlaces peptidicos hacen las veces de las moléculas de agua, entrando en íntimo contacto con el
1(~. Una vez que el K~ ha penetrado en la parte final del poro, sale hacia el espacio extracelular




11.3.1. Canales de El’- 6Tm-1P voltaje-dependientes.
Dentro de los canales 6Tm-1P podemos distinguir aquellos activados al aumentar la
[Ca24jj~(familias SK e 1K) y aquellos activados por cambios de voltaje. A partir del clonaje del
primer canal de 1(~ voltaje-dependiente (canal Shaker) (Papazian y cols., 1987; Tempel y cols.,
1987; Timpe y cols., 1988, Jan y Jan, 1997) de la mosca del vinagre (Drosophila melanogaster),
se han identificado distintas subfamilias de genes que codifican la expresión de un gran número
de canales de K4 voltaje-dependientes (Figura 13) (Deal y cols., 1996; Wei y cols., 1996). A
dichos canales se les comenzó asignando distintos nombres de acuerdo con la nomenclatura
propuesta por Chandy (1991), según la cual: “Kv” indica que son canales de K4 voltaje-
dependientes, el primer número representa la subfamilia de la familia de la Drosophila de la que
el clon es más análogo, el segundo representa el número de orden en el que el clon fue
identificado y “h” o “r” hacen referencia a su origen, humano o de rata.
Dentro de la familiaShaker se han donado canales rectificadores tardíos (Kvl .1, Kvl .2,
Kvl.5) (Roberds y Tamkun, 1991; Paulmichí y cols., 1991; Tamkun y cols., 1991; Snyders y
cols., 1993) y transitorios (Kvl .4) (Sttihmer y cols., 1989b; Roberds y Tamkun, 1991; Tamkun
y cols., 1991). También se han donado canales pertenecientes a las subfamilias Shab (Kv2.1),
Shaw (Kv3.1-Kv3.4), Shal (Kv4.1-Kv4.3), eag o erg (HERG) y canales como el KvLQT1 que
han sido incluidos en la familia KCNQ (Tamkun y cols., 1995; Coetzee y cols., 1999).
La expresión de los genes que codifican los canales cardíacos de K~ en líneas celulares
ha permitido el estudio de sus características biofisicas y farmacológicas, evitando las
interferencias de otras corrientes iónicas (Na, Ca, K) y ha servido de base para correlacionarías
con los fenotipos conocidos de corrientes de K4 presentes en miocitos cardíacos nativos.
11.3.1.1. Estructura de los canales de K+ voltaje-dependientes.
Aunque la expresiónheteróloga de las subunidades a es suficientepara generar canales
de Kt funcionales, se han identificado distintas subunidades accesorias, denominadas
subunidades 13, que modifican algunas de las características cinéticas o de dependencia de
voltaje. Generalmente, cuando el canal es un homotetrámero, las cuatro subunidades « peptídicas
34
Introducción
son codificadas por el mismo gen, mientras que si es un heterotetrámero está constituido por
productos de distintos genes, pero siempre de la misma subfamilia, ya que existe una barrera
molecular que impide que se unan péptidos pertenecientes a diferentes subfamilias de genes
(Salkoffy cols., 1992). Sin embargo, se ha descrito también la formación de heterotetrámeros de
isoformas o variantes obtenidas por reordenación a partir de la expresión de un mismo gen
(London y cols., 1997). La existencia de canales heterotetrámeros, así como su unión a diversas
subunidades ¡3, podría explicar la diversidad de los canales de K~.















Figura 13. Clasificación de los canales de K~ formados por 6 segmentos




una de las 4 subunidades a que forman el canal. Los 5 segmentos hidrofóbicos (S~-S3; S5. S6)
se disponen de forma circular quedando el 54 en la zona central de la estructura cilíndrica que
organizan (Figura 14). Las subunidades a convenientemente plegadas se disponen de modo que
los segmentos 55 y ~6, así como la región 115 que los une, de cada una de ellas, van a formar las
paredes del poro acuoso. La llamada115 o región P está formada por 19 aminoácidos (Asp43 1-
Treonina449), presentando la secuencia Val-Thr-Met-Tbr-Tbr-Val y penetra menos de un
Figura 14. Canal de K
4 voltaje-dependiente. Representación
esquemática del ensamblaje de los segmentos transmembrana para
formar la subunidad « y la disposición de cuatro subunidades a y [3para










nanómetro en el interior de la membrana. Esta región es la que forma la boca externa del poro
del canal y está altamente conservada en todos los canales de K4 (MacKinnon y Miller, 1989;
MacKinnon y Yellen, 1990; Liman y cols., 1991; Papazian y cols., 1991; Yellen y cols., 1991;
Yool y Schwarz, 1991; Miller, 1995; Snyders, 1999). Los extremos C- y N-terminales son
intracelulares y varían ampliamente de un canal a otro (Jan y Jan, 1997; Pongs, 1992;
MacKinnon, 1991; Choi y cols., 1993; López y cols., 1994; Deal ycols., 1996).
Poro iónico y filtro de selectividad.
La descripción de la estructura cristalográfica del canal KcsA ha permitido identificar el
poro iónico y el filtro de selectividad que parecen presentaruna estructura similar en la mayoria
de los canales de lC~ (Doyle y cols., 1998). El poro del canal está formado por el segmento 115
que une los segmentos S
5 y S6, el segmento ~6 y la región peptídica que une los segmentos S4
y S5, que interactúa con los iones IC~ que atraviesan el canal y con la partícula (bola) de
inactivación tipo-N que ocluye el canal (Hartmann y cols., 1991; Jsacoff y cols., 1991; Yellen
y cols., 1991; Choi y cols., 1993). Laboca interna del canal está formada por la cadena que une
los segmentos S4 y S5 y por las regiones profundas de los segmentos S5 y ~6’ mientras que la
boca externa la forma la cadena 115 que une estos dos segmentos. Dentro del poro se ha
observado un estrechamiento que presenta la secuencia GYG y que actúa como filtro de
selectividad (MacKinnon, 1995), es decir, que es el encargado de discriminar el ión K4 frente
al resto de iones. Utilizando mutaciones dirigidas se ha podido demostrar que en el poro iónico
se encuentran los lugares de unión de fármacos como el tetraetilamonio (TEA) cuando es
aplicado intracitoplasmáticamente (Choi y cols., 1993), fármacos antiarrítmicos como la
quinidina (Yeola y cols., 1996), o anestésicos locales como la bupivacaina (Valenzuela y cols.,
1995; Franqueza y cols., 1997). Aunque es posible que la estructura el poro iónico y el filtro de
selectividad para el canal KcsA sean comunes a todos los canales de K4, parece ser que la
disposición de los segmentos S6 de los canales Kv presenta una torsión de unos 250 cerca de la
boca citoplasmática, determinada por la presencia de la secuencia prolina-X-prolina, que no




está normalmente polarizado (canal en estado de reposo/cerrado) el S4 está casi totalmente
sumergido en el citoplasma, quedando expuestas al medio intracelular 5 de sus 7 cargas positivas.
Con la despolarización se produce un primer desplazamiento del S4 hacia el exterior. En este
estado intermedio tres cargas positivas están expuestas al medio intracelular, tres incluidas en el
espesor de la membrana (desde R370 hasta R365) y una está en contacto con el medio
extracelular. El segundo paso consiste en un desplazamiento adicional del S4 hacia el exterior,
de modo que R365 queda expuesto al medio extracelular. Algunos de los residuos básicos que
quedan ahora incluidos en la membrana interactúan con los residuos ácidos de los segmentos S2
y 83 (Papazian y cols., 1995; Seoh y cols., 1996). Cuando las 4 subunidades « tienen los
segmentos 54 en esta posición, el canal está abierto.
Modelo cinético de los canales Kv
Los canales Kv pueden adoptar 3 configuraciones conformacionales: una abierta (A), que
permite la salida de K
4 y dos no conductoras, cerrada (C) e inactiva (1) (Zagotta y Aldrich, 1990).
A potenciales negativos, correspondientes al potencial de reposo celular, los canales activados
por cambios de voltaje se encuentran en el estado C. Tras despolarizar la membrana los canales
se mueven hacia un estado desde el cual el canal puede abrirse (C*) y, posteriormente de C* al
estado A. La transición C~ ~ es voltaje- dependiente, mientras que la transición C* — A,
no lo es (Zagotta y Aldrich, 1990; Zagotta y cols., 1990; Ruppersberg y cols., 1991; Pongs,
1992). La inactivación del canal puede realizarse desde el estado abierto (A — 1) o sin que el canal
se abra (C* -. 1). Sin embargo, la deactivación, en respuesta a un pulso hiperpolarizante, sólo
puede realizarse desde el estado A, por lo que los canales en estado 1 deben transitar primero a
este estado (1 -. A- C) (Ruppersberg y cols., 1991). Una vez en estado de reposo, el canal está
en condiciones de activarse de nuevo.
Se han descrito dos tipos de inactivación en los canales de IC~ voltaje-dependientes
(Rasmusson y cols., 1998). La inactivación tipo-No rápida tiene lugar a través de un mecanismo
de “bola y cadena” (Armstrong, 1981; Hoshi y cols., 1990), en la que 20 aminoácidos de la zona
N11
2-terminal bloquean el poro iónico del canal uniéndose a un receptor situado en la boca
intracitoplasmática del mismo, probablemente en la región que une los segmentos S4 y 85 (Isacoff
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y cols., 1991). Este receptor queda expuesto tras la apertura del canal y cuando la bola se une a
él, el canal se ocluyey se inactivarápidamente (Zagottay cols., 1990; Ruppersberg y cols., 1991).
Cuando se acorta la longitud de la cadena suprimiendo los aminoácidos en posiciones 23-40 se
acelera la velocidad de inactivación, mientras que si se aumenta la longitud de la cadena la
inactivación se retrasa (Hoshi y cols., 1990; Zagotta y cols., 1990). Esta inactivación se ve
afectada en presencia de fármacos que bloquean el canal uniéndose a la porción intracelular del
mismo (Choi y cols., 1991) o en presencia de mutaciones que suprimen los primeros 20
aminoácidos del extremo N-terminal o modifican la secuencia que une los segmentos S4 y S5
(Hoshi y cols., 1990; Isacoff y cols., 1991). Sin embargo, no se modifica cuando bloqueantes
como el TEA se aplican desde lacara extracelular de lamembrana o en presencia de una elevada
LK
4Ie (Choi y cols., 1991; Demo y Yellen, 1991).
La inactivación tipo-C, por lo general, es mucho más lenta e implica cambios en la
disposición de la porción extracelular del poro del canal que impiden el paso del I(~. En ella
participa la porción más externa del segmento ~6 (A469) (1105W y cols., 1990; Yellen y cols.,
1991) y una treonina (T449) localizada en la porción extracelular de la región P (López-Barneo
y cols., 1993). La cinética de la inactivacióntipo-C se retrasa al aumentar la [K4]~(López-Barneo
y cols., 1993) y tras aplicar TEA desde la cara extracelular de la membrana; sin embargo, no se
ve afectada cuando el TEA se aplica intracitoplasmáticamente (Choi y cols., 1991). Parece ser
que este mecanismo de inactivación aparece en todos los canales de K4 (Snyders, 1999), aunque
en algunos canales (Kvl .5 y Kv2.1) se han propuesto otros mecanismos (Delpón y cols., 1 999a;
Klemic y cols., 1999; Frazier y cols., 1999).
En los canales que presentan ambos tipos de inactivación se han descrito interacciones
entre ambas que conducen a una aceleración en la cinética del proceso de inactivación tipo-C.
Para explicar esta interacción se han propuesto dos mecanismos (Figura 16) (Rasmusson y cols.,
1998):
-Una modificación en la permeabilidad del canal. El cambio conformacional que produce
la inactivación tipo-C tiene lugar cuando el punto de unión del K~ situado en la boca externa del
canal queda libre. Ello ocurriría con mayor probabilidad en presencia de inactivación rápida, ya
que en estas condiciones el poro del canal está abierto pero no conduce iones IC~, lo que permite




4 subunidades a para formar homotetrémeros en los canales pertenecientes a las familias Shaker
y 5/tal (Li y cols., 1992). Esta región impide el ensamblaje heteromérico de subunidades a de
distintas familias. Por el contrario, parece ser que en los canales HERO y KvLQTl, son los
segmentos transmembranamás próximos al extremo COOH-terminal, los que están implicados
en el ensamblaje entre las subunidades a (Kupershmidt y cols., 1998b).
11.3.1.2. Canales Kv4.3.
De los diversos ADNQ que codifican canales de canales de K4 donados de ventrículo
humano de la familia Shaker, se propuso que el hKvl.4, que presenta una activación e
inactivación muy rápidas y una gran sensibilidad a las 4-AP, podría generar la ‘tol (Tamkun y
cols., 1991; Tamkun y cols., 1995). Sin embargo, la corriente generada por los canales formados
porhomotetrámeros de hKv 1.4 se activa a potenciales entre 20 y 40 mV más negativos y presenta
una recuperación de la inactivación mucho más lenta que la observada en las células cardiacas
(3-8 5 i’S. 25-50 ms a -120 mV) (Serodio y cols., 1996). Estos hechos parecen indicar que los
homotetrámeros de hKvl.4 no serian responsables de la ~ La coexpresión de canales Kvl.2 o
Kvl .5 con Kví .4 aumenta la velocidad de recuperación de la corriente, lo que sugiere que los
canales nativos responsables de la ‘tol podrían ser heterotetrámeros de Kvl.4 + Kvl.2/1.5. En
1995 se clonó un canal en el ventrículo de rata de la familia Shal (Kv4.2) cuyas propiedades
cinéticas y sensibilidad farmacológica sugería que podría generar la ‘tol en esta especie (Barry
y cols., 1995). En el hombre y en el peno se expresa otro canal de la familia Shal,Kv4.3 (Dixon
y cols., 1996; Serodio y cola, 1996), que hoy día es considerado el responsable de la ‘to ~, sin
embargo, su cinética de recuperación de la inactivación es más lenta que la observada en la
corriente nativa (Franqueza y cols., 1999), lo que sugiere la posibilidad de que el canal funcional
esté constituido por subunidades pertenecientes a Kv4.3 y por otras diferentes, posiblemente de
Kv4.2 (Snyders, 1999).
Características funcionales de la corriente generada a través de los canales Kv4.3 (Itol).
La ~ ha sido descrita tanto en aurícula como en ventrículo de perro, conejo y humanos
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(Escande y cols., 1982; Shibata y cols., 1989; Wettwer y cols., 1994; Carmeliet, 1999). Su papel
en la repolarización varía con la edad y depende del tejido cardíaco estudiado. La densidad de la
corriente es mayoren las aurículas que en los ventrículos y unas 4-6 veces mayor en las células
de Purkinje, epicárdicas o tipo M que en las endocárdicas (Antzelevitch y cols., 1991; Wettwer
y cols., 1994), Estas diferencias en la distribución y en la densidad de la ‘tol pueden explicar las
diferencias existentes en los potenciales de acción registrados en diferentes regiones anatómicas
del corazón (aurícula, células de Purkinje, ventrículo) y entre epicardio y endocardio
(Antzelevitch y vMs., 1991; Fedida y Oiles, 1991). La ‘tal empieza a activarse cuando el potencial
de membrana llega a -75 mV, alcanzasu máxima amplitud en 5-20 ms y se inactiva rápidamente
(65 ms), lo que explica la configuración en “espiga-joroba” que aparece en los potenciales de
acción registrados en las células de Purkinje y musculares epicárdicas ventriculares. Su
reactivación también es muy rápida (50 ms) en las células auriculares y ventriculares epicárdicas
humanas normalmente polarizadas (Fermini y cok., 1992). La cinética de esta corriente tiene
implicaciones importantes. Cuando una corriente se inactivadurante la despolarización tiene que
reactivarse cuando el potencial de membrana alcanzaniveles muy negativos (la reactivación se
acelera a niveles negativos de potencial de membrana). Si éstos no se alcanzan duranteun tiempo
suficiente, la 1toí no podrá reactivarse en su totalidad y, como consecuencia, durante el siguiente
potencial de acción la magnitud de la corriente activada disminuirá, tanto más cuanto más corto
sea el intervalo diastólico. Así pues, la amplitud de la ‘tal es marcadamente dependiente de la
frecuencia cardiaca, jugando un papel mucho más importante a frecuencias cardiacas lentas que
a rápidas. La recuperación incompleta de la inactivación explicapor qué las células epicárdicas
muestran un acortamiento de la DPA más marcado que otras células ventriculares, a frecuencias
cardiacas rápidas (Anzelevitch, 1991). La ‘tal puede jugar un papel muy variable en la
modulación frecuencia-dependiente de la duración del potencial de acción, dependiendo de la
rnterrelación existente entre ‘tal’ ICa,L y las corrientes rectificadoras tardias en cada tejido cardiaco
(Fermini y cois., 1992). En las células en las que la ‘tal es la principal responsable de la
repolarización (33% de las células auriculares, células epicárdicas ventriculares), su bloqueo
prolonga marcadamente la duración del potencial de acción. En las células en las que la ‘tal está
casi ausente(33% de las células auriculares), el bloqueo de esta corriente no modifica la duración
del potencial de acción. Por el contrario, en las células en las que la ‘tal coexiste con las corrientes
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rectificadoras tardías (33% de las células auriculares, células de Purkinje y células endocárdicas
ventriculares), su bloqueo desplaza la fase 2 del potencial de acción hacia valores más positivos,
lo que acelera la inactivación de la ‘Ca,L y la activación de las corrientes de salida de K4,
produciéndose un acortamiento de la duración del potencial de acción (Hondeghem, 1992;
Fermini y cols., 1992; Carmeliet, 1993a; Antzelevitch y Sicouii, 1994; Courtemanche y cols.,
1999). Por tanto, los bloqueantes selectivos de la bol aumentan la dispersión de la refractariedad
ventricular y facilitan la aparición arritmias por reentrada.
Propiedades farmacológicas de la ‘tQí•
Esta corriente es inhibida por 4-aminopiridina (4-AP) (Tseng y Hoffman, 1989), TEA
(Roberds y cols., 1993), flecainida (Slawsky y Castle, 1994), quinidina (Imaizumi y Giles, 1987)
o terfenadina (Ackerman y Clapham, 1998) (Tabla 3). Todos ellos bloquean el estado abierto del
canal, por lo que la inhibición de la ‘tol aumenta a niveles despolarizados del potencial de
membrana. La mayoría de los fármacos antiarrítmicos que bloquean la ‘tol también inhiben otras
comentes iónicas cardíacas, lo que complica aún más la predicción del efecto que estos fármacos
producirían sobre la DPA.
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En 1991, se clonó, a partir de ventrículo humano, el gen responsable de la expresión de
un canal de K+ voltaje-dependiente, perteneciente a la familia Shaker, el canal hKvl.5 (Tamkun
y cols., 1991) que genera el componente ultrarrápido de la corriente rectificadora tardía o ‘Kur
(Wang y cols., 1993). La proteína del canal consta de 605 aminoácidos (66.6 kDa) y el canal
funcional parece ser un homotetrámero (Snyders y cols., 1999). La proteína que constituye el
canal hKvl .5 está presente en igual proporción en tejido auriculary ventriculary en las células
musculares lisas vasculares coronarias de niños recien nacidos y de adultos, localizándose
fundamentalmente a nivel de los discos intercalares de la célula (Snyders y cols., 1999). Sin
embargo, el canal hKvl.5 sólo es funcional en la aurícula (Wang y cols., 1993), donde laproteína
se localiza a lo largo de toda la membrana (Roberds y Tamkun, 1991; Tamkun y cols., 1991).
Esto sugiere que sólo los canales que se localizan a nivel longitudinal generan corrientes iónicas,
mientras que los que se encuentran en los discos intercalares estarían implicados en la
comunicación intercelular. Este canal presenta dos puntos de fosforilación para la protein cínasa
A (555 y 575). La expresión del gen que codifica el canal hKvl .5 aumenta por glucocorticoides
y hormonas tiroideas, disminuye aldespolarizar la membrana peal y cols., 1996; Levitan y cols.,
1995), tras adrenalectomía (Deal y cols., 1996) y en el miocardio hipertrofiado (Matsubara y
cols., 1993) y se suprime por el ácido araquidónico y otros ácidos grasos insaturados (Honoré y
cols., 1994). La expresión de hKvl .5 también aumenta porel AIvIPc produciendo un acortamiento
de la DPA (Mori y cols., 1995). El gen que codifica este canal se ha expresado de forma estable
en líneas celulares de mamífero, lo que ha permitido el estudio de las características funcionales
y farmacológicas de esta corriente, así como demostrar que se corresponde con la corriente ‘Kur
previamente descrita en miocitos auriculares (Fedida y cols., 1993; Snyders y cols., 1993;
Valenzuela y cols., 1995; Deal y cols., 1996; Delpón y cols., 1999a; Snyders, 1999).
Características funcionales de la corriente generada a través de los canales hKvl.5 (1Kur)~
La activación de los canales hKvl .5 genera una corriente de salida de K~ (iKur) cuya
amplitud aumenta progresivamente cuanto mayor es el pulso despolarizante. El canal hKvl .5
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presenta una alta selectividad para el K~ (PNa/PK 0.007) (Snyders y cols., 1993) y rectificación
externa. Dos hechos confirman esta rectificación: 1) aunque la relación corriente-voltaje a
potenciales positivos (> O mV) es lineal, su extrapolación no coincide con el potencial de
inversión de la corriente y, 2) la relación de la amplitud de la corriente de cierre y la corriente
activada durante la despolarización es sistemáticamente inferior a la relación esperada para un
canal selectivo al K~ con conductancia óhmica o lineal (Hodgkin y Huxley, 1952; Snyders y cols.,
1993). Su cinética de activación es muy rápida, (t <2 ms a +60 mV) y sigmoidal, es decir, que
la activación del canal no se produce instantáneamente después de la despolarización de la
membrana, sino que existe un pequeño retraso, lo que le confiere propiedades de rectWcador
tardío ultrarrápido. Este retraso en la activación se debe a que el canal pasa a través de diversos
estados cerrados no conductores (“C”) antes de abrirse (“A”). En 1998 se propuso un modelo
cinético para el canal hiKvl.5, que asumía la existencia de varios estados abiertos e inactivos
(Rich y Snyders, 1998)
(Cnt ~ 12).
Esto le diferencia del modelo propuesto para los demás canales de la familia Shaker (Koren y
cols., 1990; Zagotta y Aldrich, 1990). Puesto que la relación I-V no es lineal, la curva de
activación, que representa la conductancia del canal en función del potencial de membrana, se
calcula a partir de la amplitud del pico máximo de las corrientes de cierre o de deactivación
(“corrientes de cola”). Los dos parámetros que definen esta curva, Eh (voltaje al cual el 50 % de
los canales está abierto) y k (pendiente de la curva), alcanzan valores de -4.3 y 8.0 mV,
respectivamente, en miocitos auriculares humanos (Wang y cols., 1993). Cuando se expresa el
gen hiKvl.5 en líneas celulares, se obtienen distintos valores de Eh y k: -14 y 5.9 mV en células
LtlC (Snyders y cols., 1993) y -7 y 7 mV en células renales de embrión humano (células HEK)
(Zhang y cols., 1997). La activación del canal hKvl.5 se produce a potenciales de membranaque
se corresponden con la fase 2 o meseta delpotencial de acción cardíaco (entre -30 y O mV), lo que
indica su papel en el control de la DPA. Al repolarizar la membrana, la corriente se deactiva,
correspondiéndose este proceso con el cierre irreversible del canal, es decir, con el paso del canal
desde el estado abierto (A) al estado cenado (C).
La corriente hiKvl .5 disminuye lentamente durante la despolarización mantenida
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(aproximadamente un 20% a +60 mV), lo que indica que presenta una inactivación lenta e
incompleta, cuya cinética se puede ajustar a una función monoexponencial obteniéndose una
constante de tiempo que es independiente del voltaje (t~ 160 ms a potenciales entre -10 mV y
+60 mV), Esta inactívación se aceten y aumenta de forma muy marcada a temperaturas altas
(Rich y Snyders, 1998) y se elimina tras la mutación de la arginina-485 situada en la cara
extracelular del canal hKvl .5 (Caballero y cols., 1999). Existen algunos datos que parecen sugerir
la posibilidad de la inactivación del canal hKvl.5 posea un mecanismo diferente al tipo-C y N
propuestos para los canales Shaker. En primer lugar, el canal hiKvl .5 no presenta un largo
dominio NH2-terminal que seria necesario para que exista una inactivación tipo-N (Snyders y
cols., 1993) y en segundo lugar, al aumentar la [K4]0se observa un incremento en la inactivación
de la corriente (Delpón y cols., 1999a), justo lo contrario de lo que sucede en los canales de la
familia Shaker con inactivación tipo-C, en los que al aumentar la [K~]~se disminuye la
inaetivación (López-Bameo y cols., 1993).
La coexpresiónde lasubunidad « del canal hKvl.5 con las subunidades Kv132.l o Kv[31.3
desplaza unos 20 mV el umbral de activación hacia valores más negativos (los canales se abren
a potenciales a los que previamente estaban cenados), la corriente se inactiva rápida y
parcialmente a potenciales positivos a O mV y se deactiva más lentamente (t= 35 vs. 8 ms a -50
mV) (Uebele y cols., 1996). Más aún, los ésteres de forbol no modifican la corriente cuando se
expresa el canal hKvl.5 en oocitos de Xenopus, pero la suprimen cuando se coexpresan
conjuntamente hKvl.5 y Kv[31.3 (Murray y cols., 1996).
Propiedades farmacológicas de la ‘Kur•
La comente ‘Kur es sensible a una gran cantidad de fármacos de estructuras muy diferentes
(Tabla 4). Por ejemplo, es sensible a fármacos antiarrítmicos como la quinidina (Snyders y cols.,
1993), a anestésicos locales como la bupivacaina o la benzocaina (Valenzuela y cols., 1995;
Delpón y cols., 1999a), antihistamínicos H1(Yang y cols., 1995; Delpón y cols., 1997; 1997b;
Caballero y cols., 1997;1999) y a 4-AP (Snyders y cols., 1993). Sin embargo, presenta una baja
sensibilidad frente al TEA, lo que le diferencia de otras corrientes rectificadoras tardías presentes
en miocardio humano, ‘Kre ‘Ks
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Tabla 4. Fármacos que inhiben la corriente ‘Kur
Fármaco DE50 Cita bibliográfica
Antiarrítmicos
Quinidina 6 gM Snyders y cols., 1993
Clofilio 0.15 íM Snyders y cols., 1993
Propafenona 4.4 jM Franqueza y cols., 1998
Bradicardizantes
S-16257-2y5-16260-2
29y41 iM Delpónycols., 1996
Zatebradina 1.8 j.tM Valenzuela y cols., 1996
Bertosamilo (10 ~tMinhiben el 39 %) Tessiery cols., 1997
Anestésicos locales
Enantiómeros bupivacaina 4 y 27 ~M Valenzuela y cols., 1995
Ropivacaina 80 .tM Valenzuela y cols., 1997
Enantiómeros mepivacaina 290 y 380 uM Longobardo y cols., 1998
Benzocaina 900 jiM Delpón y cois., 1999a
Antihistamínicos
Terfenadina 0.88 jxM Yang y cols., 1995
Loratadina 1.2 gM Delpón y cols., 1997
Descarboetoxiloratadina 12 ¡tM Caballero y cols., 1997
Rupatadina 2.4 gM Caballero y cols., 1999
Otros
Nifedipino 19 jxM Zhangycols., 1997
Verapamilo 45 jiM Rampe y cols., 1993
4-AP 180 gM Snyders y cols., 1993
TEA > 150 mM Snyders y cols., 1993
Dendrotoxina-I > 100 mM Snyders y cols., 1993
La inhibición selectiva de la ‘Kur’ no produce modificaciones en laduración del potencial
de acción cardíaco, lo que parece ser debido a que el predominio de las corrientes de entrada en
la fase de meseta dcl potencial de acción, lleva al potencial de membrana a valores más positivos
(>0 mV), aumentando la activación de las corrientes de salida de K~ rectificadoras tardías que
se activan más lentamente, ‘Kr e ‘Kg. Por el contrario, la inhibición conjunta de la ‘Kur y la ‘Kr
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produce una marcada prolongación en la duración del potencial de acción auricular
(Courtemanche y cols., 1999). Este hecho tiene una gran relevancia si tenemos en cuenta que la
corriente ‘Kur presenta una gran sensibilidad a fármacos que además inhiben la ‘Kr’ lo que puede
estar relacionado con sus efectos pro- o antiarritmogénicos.
11.3.1.4. Canales HERG.
El gen HERO (Human Eag Related Gene) se clonó a partir de una librería de ADNC de
hipocampo humano, aunque es en el tejido cardiaco donde se expresa de forma más abundante
(Sanguinetti y cols., 1995). El canal HERO es un heterotetrámero de dos tipos de subunidades
« muy similares entre si, HERGA y HERGB (London y cols., 1997), que son el producto de la
diferente reordenación de los ARNm obtenidos a partir del mismo gen. Muy recientemente, se ha
descrito que el canal HERO está unido a una subunidad ¡3, muy similar a la asociada al canal
KvLQTI (minK) para formarlos canales que generan la corriente ‘Ks’ denominadaMIiRP 1 (minK-
relatedpeptide 1) (Abbot y cols., 1999). MIRPí es una proteína de 123 aminoácidos, con un
segmento transmembrana y que se expresa en el músculo cardiaco y esquelético. Presenta dos
puntos de glicosilación (N6, N29) y dos de fosforilación a través de la proteín cinasa C (T71,
S74). Tras la expresión conjunta del canal HERO y de laproteína MIRPI en oocitos de Xenopus,
se obtiene una corriente de salida de K~ cuyas características funcionales y farmacológicas
coinciden con las de la corriente ‘Kr presente en miocardio humano (Sanguinetti y cols., 1995;
1996a; Snyders y Chaudhary, 1996; Zhou y cols., 1998; Johnson y cols., 1999; Berubé y cois.,
1999). Recientemente, se ha descrito que mutaciones y deleciones en el gen que codifica la
expresión del canal HERO, situado en el cromosoma 7, son las responsables de la aparición del
genotipo 2 del síndrome de QT largo congénito (LQT2) (Curran y cols., 1995). En estos pacientes
se observa una marcada prolongación del intervalo QT del electrocardiogramaque puede producir
taquicardias ventriculares polimórficas denominadas torsades de pointes, que puede dar lugar a
fibrilación ventricular e incluso a la muerte del paciente (Roden y cols., 1996). También se han
descrito mutaciones en el gen que codifica laMIRPí (KCNE2) responsables de la aparición del
genotipo 6 del síndrome de QT largo (LQT6) (Abbot y cols., 1999).
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Características funcionales de la corriente generada a través del canal HERG (‘Kr)~
Los canales HERO se activan a potenciales positivos a -40 mV, generando una corriente
que aumenta progresivamente hasta alcanzar un máximo entre O y +10 mV. A potenciales más
Figura 17. Rectificación interna de la comente ‘Kr• A. Trazos de
corriente ‘Kr registrada en una célula CHO al aplicar pulsos
despolarizantes de 5 s desde -80 hasta +60 mV. B. Relación I-V con
forma de “campana”. C. Corriente obtenida en un oocito de Xenopus al
aplicar un primer pulso hasta +40 mV, hiperpolarizando después a -120
mv. Tras el siguiente pulso hasta +40 mV se obtiene una corriente de
gran amplitud que se inactiva rápidamente. Al repolarizar hasta -40 mV
se registra la corriente de cierre en la que se observa el aumento en la
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positivos, la amplitud de lacorriente disminuye (Figura 1 7A), lo que resulta en una relación I-V
con forma de “campana” (Figura 17B). Es decir, que el canal HERO presenta una marcada
rectificación interna que es debida a que la velocidad con la que el canal se inactiva en respuesta
a la despolarización es mayor que la velocidad a la cual se activa. Al repolarizar la membrana
hasta -120 mV, se observa una corriente de cierre de una gran amplitud, mayor incluso que la
corriente máxima de salida de K~ generada durante la despolarización (Figura 17C). Estos
hallazgos indican que al aplicar un pulso despolarizante el canal HERO se activa, pero
rápidamente el canal pasa al estado inactivo. Si ahora repolarizamos la membrana hasta -120 mV
el canal se reactiva muy rápidamente (Figura 18), por lo que al aplicar un segundo pulso
despolarizante los canales se abren. El mecanismo de inactivación de los canales HERO es de
tipo-C (Sanguinetti y cols., 1995), lo cual se fundamenta en las siguientes observaciones: 1) la
inactivación se suprime cuando se realizan mutaciones dirigidas en el aminoácido situado en la
posición 631, que es el equivalente al situado en posición 449 en los canales Shaker, así como
en residuos de la porción extracelular del segmento ~6• Sin embargo, cuando las mutaciones se
realizan en el extremo NH2 -terminal, no se observan modificaciones en la inactivación, lo que
Figura 18. Representación esquemática de la cinética de
activación, inactivación y deactivación del canal HERO. y y 8
representan las constantes de tiempo de los procesos de
activación y deactivación, respectivamente. « y ¡3 son las
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parece indicar que el mecanismo no puede ser del tipo-N (Schónherr y Heinemann, 1996; Smith
y cols., 1996; Spector y cols., 1996). 2) Al incrementar la [K~]e, se retrasa la cinética de la
inactivación (Yang y cols., 1997). 3) Cuando se aplica TEA intracitoplasmáticamente, no se
observa ningún efecto, mientras que, cuando se aplica en la cara extracelular de la membrana, se
observa una disminución en la amplitud de la ‘Kr y un retraso en la cinética de la inactivación.
La corriente ‘Kr presenta una cinética de activación más lenta que la de la ‘Kur’ que se
ajusta a una función monexponencial, siendo su constante de tiempo de 2 s a -20 mV y de 188
ms a ±20mV. (Snyders y Chaudhary, 1996). Los valores de Eh y k de la curva de activación de
la corriente ‘Kr obtenidos tras ajustar la amplitud de las corrientes de cierre en función del
potencial de membrana a una función de Boltzmann, alcanzan valores de -14 y 7.7 mV, en
miocitos ventriculares humanos (Li y cols., 1996). Cuando se expresa el gen HERO en una línea
celular, los valores de Eh y k oscilan entre -15 y 8 mV y -8 y 7 mV, respectivamente, dependiendo
de que se haya expresado en oocitos de Xenopus (Sanguinetti y cols., 1995) o en Células de
Ovario de Hamster chino (CHO) (Berubé y cols., 1999), respectivamente. La deactivación
presenta una cinética un poco más lenta que la de la activación que se ajusta a una función
biexponencial presentando una constante de tiempo rápida y otra lenta (‘ur = 210 ms y r1 = 1400
ms a -40 mV, respectivamente) (Snyders y Chaudhary, 1996).
Otra característica que distingue la corriente ‘Kr de otras corrientes de salida de K~ es su
respuesta frente a cambios en la [K~]e (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1992). Cuando la LK~]e
disminuye cabría esperar un aumento en la amplitud de la corriente, en respuesta al aumento del
gradiente de concentración. Sin embargo, la amplitud de la corriente ‘Kr disminuye al reducir la
[K~]e, lo que podría explicar por qué la hipokalemia es un factor de riesgo para la torsades de
pointes en pacientes tratados con fármacos bloqueantes de la ‘Kr (Roden y cols., 1986, Roden y
George, 1997).
Propiedades farmacológicas de la corriente ‘Kr~
Esta corriente es responsable de la repolarización y de la duración del potencial de acción
a frecuencias lentas, por lo que en estas circunstancias, la inhibición de laI~ prolonga la duración
del potencial de acción. Supapel a frecuencias altas (durante la taquicardia) disminuye, hecho que
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tiene una gran importancia farmacológica, ya que aquellos fármacos que bloquean selectivamente
la ‘Kr (dofetilida, almokalant, d-sotalol, E-403 1), producirán una marcada prolongación de la
duración del potencial de acción a frecuencias lentas, que facilitará la aparición de torsades de
pointes; por el contrario, durante la taquicardia el efecto sobre la duración del potencial de acción
será nulo, justo cuando se requiere que el fármaco antiarrítmico la prolongue.
La comente ‘Kr constituye la diana farmacológica no sólo de los fármacos antiarrítmicos
del grupo III (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990a; Carmeliet, 1992; Jurkiewicz y Sanguinetti, 1993;
Snyders y Chaudhary, 1996), sino que también es inhibida pormuchos otros fármacos (Tabla 5).
Como consecuencia de la inhibición en la corriente ‘Kr’ todos estos fármacos retrasan la
repolarización cardíaca y prolongan la duración del potencial de acción (Courtemanche y cois.,
1999), lo que se manifiesta como un incremento en la duración del intérvalo QT del ECO. Sin
embargo, esta prolongación es más marcada a frecuencias cardíacas lentas que a rápidas,
fenómeno que se ha denominado “dependencia de frecuencia inversa”. El hecho de que el
bloqueo sea más marcado a frecuencias cardíacas lentas explica la prolongación del intervalo QT




Tabla 5. Fármacos que inhiben la corriente ‘Kr
Fármaco DE50 Cita bibliográfica
Antiarrítmicos grupo III
Dofetilida 31.5 nM Jurkiewicz y Sanguinetti, 1993
E-4031 397 nM Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990a
Clofilio 150 niM Suessbrich y cols., 1997a
Ambasilida 5.6 1iM Zhang y cols., 1992
Azimilida 1.4 ~tM Busch y cols., 1998
Sotalol 88 jiM Sanguinetti y Jurkiewicz, 1 990a
Almokalant 50 nM Carmeliet, 1993b
Amiodarona 9.8 ~M Kiebn y cols., 1999
Otros antiarrítmicos
Flecainida <10 gM Folímer y Colatsky, 1990
Propafenona 1 ¡.tM inhibe el 100% Delpón y cols., 1995
Quinidina 1 íiM inhibe el 75% Po y cols., 1999
Antihistamínicos
Terfenadina 350 nM Roy y cols., 1996
Astemizol 0.9 nM Suessbrich y cols., 1996
Otros
Ketoconazol 49 jM Dumaine y cols., 1998
Verapamilo 143 nM Zhang y cols., 1999
Diltiazem 17.3 gM Zhang y cols., 1999
1-laloperidol 1 gM Suessbrich y cols., 1997b
Cisaprida 6.5 nM Mohammed y cols., 1997
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11.3.1.5. Canales KvLQT1 + minK.
Recientemente, se ha descrito que la corriente de K~ rectificadora tardía de activación
lenta, ‘Ks’ es el resultado de la coexpresión del gen KCNQ1, que codifica la expresion de una
subunidad « de un canal de K~ voltaje-dependiente (676 aminoácidos), KvLQT1 y del gen
KCNE1 que codifica la expresión de una subunidad f3 moduladora de 130 aminoácidos
denominadaminK (minimalpotassium-channelprotein) (Barhanin y cols., 1996; Sanguinetti y
cols., 1996b). La expresión de la subunidad miniK en oocitos de Xenopus permite registrar una
corriente de salida de K4 similar a la ‘Ks cardíaca humana, lo que sugiere la posibilidad de que
minK se ensamble con la proteína KvLQT1, homóloga a laproteína humana, presente de forma
endógena en los oocitos. Esto hizo pensar, en un principio, que la subunidad miniK formaba los
canales que generan la comente ‘Ks (Sanguinetti y cols., 1996b). El gen KvLQT1 o KCNQ1
codifica la expresión de un canal de K~, formado por 4 subunidades a, constituidas por 6
dominios transmembrana, cada una de ellas. Los canales nativos parecen estár formados por
heterotetrámeros constituidos por isoformas tipo 1 y tipo 2 del gen KvLQT1, unidos a la
subunidad miniK (Demolombe y cols., 1998). El gen KvLQT1, que se encuentra situado en el
cromosoma 11, fue donado tras comprobar que mutaciones a este nivel eran responsables del
genotipo 1 del síndrome de QTlargo congénito Romano-Ward (LQT1) (Wang y cols., 1996).
El ARNm de KvLQT1 se expresa abundantemente en corazóny, en menor medida en elpancreas,
riñón, pulmón (Sanguinetti y cols., 1996b) y en la stria vascularis del oído interno (Neyroud y
cols., 1999). En el oído interno este canal es responsable de la homeostasis del K~ en la endolinfa;
de hecho, el déficit del alelo paterno y materno del gen que lo codifica causa sordera bilateral
congénita, es decir, presenta un patrón autosómico recesivo (Splawski y cols., 1997). La
subunidad miniK posee un único segmento transmembrana; su extremo NH
2-terminal está situado
en la cara extracelular de la membrana, mientras que el extremo COOH-terminal está situado en
la intracelular (Kaczmarek y Blumenthal, 1997). El ARN~ de minK tiene una distribución similar
a la de KvLQT1, aunque también se ha encontrado en el útero y en el ojo (Felipe y cols., 1994;
Folander y cols., 1990; Ooldstein, 1996; Honoré y cols., 1991; Takumi y cols., 1988),
Recientemente, se han descrito diversas mutaciones en el gen que codifica para minK que son las
responsables del síndrome de QTlargo congénito tipo 5 (LQT5) (Splawski y cols., 1997).
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Características funcionales de la corriente generada a través de los canales KvLQTI+minK
(1K?.
La expresión del gen KvLQTt en una línea celular de mamífero, permite registrar una
corriente de salida de K~ con características diferentes de las observadas en la corriente nativa ‘Ks
(Figura 19A). Así la corriente generada presenta una activación rápida, que se ajusta a una
función biexponencial, cuyas constantes de tiempo a +60 mV son de 20 ms la rápida y de 940 ms
la lenta y su amplitud es muy inferior a la registrada cuando se coexpresan KvLQT1 y minK
(Tristani-Firouzi y Sanguinetti, 1998). Se activa a potenciales más negativos que la ‘K,’ siendo
su Eh de -12 mV y su k de 13 mV (Sanguinetti y cols., 1996b). La deactivación de la corriente,
por el contrario, presenta una cinética más lenta (986 ms a -30 mV) y se observa un aumento
inicial de la amplitud de las corrientes de cierre, lo que les confiere una forma de “gancho”
característica, que es debido a la recuperación del canal desde el estado inactivo. La inactivación
presenta una cinética lenta y voltaje-dependiente.
Cuando se expresa la subunidad minK en células de mamífero no se obtiene ninguna
corriente voltaje-dependiente (Figura 19B), lo que confirma que no es capaz de formar una canal
iónico por sí misma (Barhanin y cols., 1996; Sanguinetti y cols., 1996b). Sin embargo, al
coexpresar los genes KvLQTl o KCNQ1 y minK o KCNE 1, se obtiene una corriente que presenta
las mismas características que la corriente cardiaca ‘Ks (Figura 19C).
La activación de los canales KvLQT1±minKorigina una corriente de salida de K~ cuya
amplitud aumenta según el pulso despolarizante es más positivo. Presenta una activación muy
lenta, siendo necesaria para su ajuste una fimción exponencial de tres componentes (‘r1= 0.7 ms;
z2~ 1.5 ms y t3 16.5 ms; a +30 mV) (Sanguinetti y cols., 1996b). Esta corriente se activa a
potenciales más positivos que las otras dos corrientes rectificadoras tardías presentes en
miocardio humano, ‘Kur e ‘Kr’ presentando unos valores de Eh y k de la curva de activación de 7.5
y 16.5 mV, respectivamente (Sanguinetti y cols., 1996b). Al contrario de lo que ocurría cuando
se expresaba sólo KvLQT1, la corriente generada cuando se coexpresan KvLQTl y minK no
presenta inactivación, por lo que no se observa el “gancho” al inicio de las corrientes de cierre
(Sanguinetti y cols., 1996b). La corriente ‘Ks también presenta una lenta cinética de deactivación,
que puede ser ajustada a una función biexponencial (tr302 y ‘r1= 2230 ms). Su amplitud a
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Figura 19. Expresión de KvLQTl (A), minK (C)y KvLQT1 + miniK (B) en células
CHO. Se han representado las corrientes iónicas registradas al aplicar pulsos
despolarizantes de 1 s (A) y 7.5 s (B y C) desde -60 hasta ±40mV. Tomada de
Sanguinettiy cols., 1996b.
frecuencia sinusal normal es pequeña; sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con la ‘Kr’ al
aumentar la frecuencia de estimulación su amplitud aumenta progresivamente debido a su
activación mantenida, ya que al acortarse el intervalo diastólico, éste es insuficientepara que se
complete la deactivación (Delpón y cols., 1995). Este es el mecanismo por el cual cuando la
frecuencia cardiaca aumenta, la DPA disminuye, ya que en estas condiciones la ‘Ks es la comente
que la controla.
Propiedades farmacológicas de la corriente ‘Ks~
La ‘Ks es inhibida de forma selectiva por el cromanol (Bosch y cols., 1998). El
isoproterenol aumenta la amplitud de la ‘Ks’ lo que podría explicar, en parte, porqué acorta la
duración del potencial de acción y antagoniza los efectos de los fármacos que bloquean la ‘Kr~











clofilio, propafenona, quinidina o amiodarona (Arena y Kass, 1988; Delpón y cols., 1995; Balser
y cols., 1991; Bosch y cols., 1996) o el diurético indapamida (Turgeon y cols., 1994). El bloqueo
de la ‘Ks prolonga la duración del potencial de acción, lo que puede constituir un mecanismo
antiarrítmico o bien, desembocar en un síndrome de QT largo adquirido. Por el contrario, el
isoproterenol acorta la duración del potencial de acción (Sanguinetti y cols., 1991).
Tabla 6. Propiedades farmacológicas de la corriente ‘Ks~
Fármaco DE50 Cita bibliográfica
Antiarrítmicos
Azimilida 5 ktM Busch y cols., 1994
Clofilio 50 iM Arena y Kass, 1988
Propafenona 5 gM inhibe el 30% Delpón y cols., 1995
Ambasilida 32 1iM Zhang y cols., 1992
Sotalol >100 jM Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990a
Tedisamil 2.5 gM Dukes y cols., 1990
Quinidina — 50 p.M Balsery cols., 1991
Amiodarona 10 jtM inhibe el 20% Bosch y cols., 1996
Otros
Cromanol 1 iM Bosch y cols., 1998
Terfenadina 10 p.M Delpón y cols., 1999b
Indapamida 100 iM Turgeon y cols., 1994
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111. Mecanismo de acción de los farmacos que actúan sobre canales iónicos voltaje-
dependientes (Hipótesis del receptor modulado).
La interacción de un fármaco con un canal iónico puede considerarse una interacción
fármaco-receptor clásica, si bien hay que tener en cuenta que el canal iónico se encuentra dentro
de una membrana lipídica y está cambiando de conformación influenciado por el campo eléctrico
transmembrana.
La interacción fármaco-receptor puede verse modificada por diversos factores, entre los
que podemos diferenciar los relacionados con el canal iónico, las características del fármaco o
factores externos como la temperatura o el pH del medio.
111.1. Factores propios del canal
Durante el potencial de acción cardíaco, los canales de Na~, de Ca2~ y de K~ pueden
adoptar tres estados conformacionales distintos: reposo o cerrado (C), activo (A) e inactivo (1),
estando reguladas las transiciones entre los mismos por una función que depende del voltaje y
del tiempo [f(V,t)](Figura 20).
Un fármaco puede unirse de forma selectiva al receptor del canal cuando éste se encuentra
en uno de los tres estados, estando regulada esta interacción por constantes características de
asociación (Ar~, kA, Ic~) y disociación (lR~ 1Á’ 4), que sonuna medida de la afinidad del fármaco por
el receptor y varíanmarcadamente dependiendo del estado en que se encuentre el canal. El estado
C, cerrado, predomina a potenciales de membrana negativos; y los estados 1, no conductor y A,
conductor, predominan a potenciales de membrana despolarizados. Aplicado al tejido cardíaco
esto significa que durante la diástole, a potenciales de membrana negativos, el canal estará
cerrado pero disponible para ser activado cuando un estimulo despolarizante desplace el Em hasta




Figura 20. Un canal iónico puede encontrarse en tres estados: reposo
(C), activo-abierto (A), inactivo (1). El fármaco puede unirse a cualquiera
de estos tres estados (CF, AF, IF) con unas constantes características de
asociación y disociación.
111.2. Factores propios del fármaco.
Fármacos como algunos antiarrílmicos o anestésicos locales presentan en sus estructuras
aminas terciarias con un pKa igual o superior al pH intracelular, lo que provoca que el fármaco,
en estas condiciones, esté parcialmente ionizado a pH fisiológico. La forma neutra normalmente
es lo suficientemente liposoluble como para atravesar la membrana lipídica. Por el contrario, la
forma ionizada, más hidrosoluble, no lo puede hacer. Por tanto, la interacción de cada una de las
formas con el receptor será diferente.
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-Fármacos cargados: El acceso de la forma cargada del fármaco al receptor sólo puedeproducirse
a través del poro iónico. Los datos experimentales indican que el acceso no se produce desde la
boca extracelular, lo que parece indicar que la unión del fármaco al receptor se produce
accediendo a él desde la cara citoplasmática del canal. Esta vía de acceso requiere, además, que
el fármaco se mueva dentro del campo eléctrico transmembrana, lo que implicará una atracción
o repulsión adicional. La despolarización de la membrana facilitará la entrada de un fármaco
cargado positivamente y dificultará la de un fármaco cargado negativamente. Sin embargo, la
hiperpolarización de la membranaproducirá el efecto contrario. Este hecho implicará un cambio
voltaje-dependiente en la concentración del fármaco en el sitio receptor o en las constantes de
asociación y/o disociación. De esta forma, si aplicamos una función de Boltzmann se puede
calcular la fracción de distancia eléctrica (8), es decir, el porcentaje de campo eléctrico
transmembrana que el fármaco ha de recorrerhasta alcanzar su receptor (Woodhull, 1973). Si un
fármaco presenta una alta afinidad por el estado abierto/activo del canal existirá una
superposición entre la dependencia de voltaje de la activación, puesto que la activación del canal
hace que el receptor quede disponible para interactuar con el fármaco y la dependencia de voltaje
del acceso del fármaco al receptor. Por ello, la dependencia total de voltaje del bloqueo estará
compuesta de una fase con una pendiente muy pronunciada, que refleja la activación del canal
y una fase de menor pendiente, que refleja el efecto adicional del campo eléctrico sobre la forma
cargada del fármaco.
-Fármacos neutros: La forma no cargada de un fármaco suele ser liposoluble, por lo que su
concentración en la membrana celular puede diferir de la obtenida en el medio extra o
intracelular. Sin embargo, este hecho no sólo depende de la liposolubilidad del fármaco, sino
también de su pKa. De tal fonna que, un fármaco como la encainida que presenta una elevada
liposolubilidad y un valor de pKa muy alto, presentará la misma concentración en la membrana
y en la solución acuosa. Sin embargo, un fármaco como la quinidina, con un pKa de 8.6,





111.3.1. pH: Fármacos con carácter básico débil, como la mayoría de los antiarrítmicos o
anestésicos locales, presentarán una mayor o menorproporción de su forma cargada en función
del pH del medio. En este sentido habría que considerar que: a) la concentración alcanzada en la
membrana depende de la forma neutra del fármaco, siendo ésta la que atraviesa la membrana y
b) la concentración intracelular dependerá de la cantidad de forma neutra que atraviese la
membrana así como del PH intracelular. Por tanto, al disminuir el pH del medio extracelular se
producirá una disminución en las concentraciónes extra e intracelular del fármaco. Sin embargo,
sí se acidifica el medio intracelular se producirá un aumento en la concentración intracelular del
fármaco. Además, los iones H~ no solo modifican la concentración del fármaco, sino que también
pueden modificar directamente el canal iónico. De tal forma que la presencia de una elevada [He]
puede bloquear el canal o modificar la dependencia de voltaje de sus transiciones de apertura y
cierre (“gating”) (Woodhull, 1973).
III.3.2.Temperatura: Las propiedades cinéticas o de dependencia de voltaje de los canales están
claramente influenciadas por la temperatura (Lee y Deutsch, 1990; Correa y cols., 1992; Snyders
y cols., 1993; Petracchi y cols., 1994). Además, los efectos producidos por un fármaco sobre un
canal iónico pueden verse modificados al variar la temperatura. En este sentido se han descrito
diferencias en los efectos sobre el canal de Na~ producidos por fánnacos antiarrítmicos como la
flecainida, transcainida o la orto-dimetilencainida, a 200 C ó a 370 C (Anno y Hondeghem, 1990;
Carmeliet, 1988; Johns y cols., 1989).
Bloqueo tónico yfrecuencia-dependiente
En ritmo sinusal, durante cadapotencial de acción los canales de Na~ de Ca2~ y de EJ
voltaje-dependientes que intervienen en él, pasan del estado C a los estados A e 1, reactivándose
durante la diástole para volver a activarse en un nuevo potencial de acción cardíaco. En presencia
de un fármaco bloqueante de los canales de Na~, de Ca2~ o de K~, la disminución en la corriente
iónica es la resultante de dos tipos de bloqueo (Hille, 1977; Hondeghem y Katzung, 1977, 1984;
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Campbell, 1983a, b; Kohlhardt y cols., 1983; Kohlhardt y Seifert, 1985; Orant y cols., 1984;
Valenzuelay cols., 1988; Valenzuela y Sánchez-Chapula, 1989; Tamargo y cols., 1989; Delpón
y cols., 1990; 1991a; Tamargo y cols., 1998):
a) La disminución de la corriente observada durante la primera despolarización después de
un largo período de reposo a potenciales suficientemente negativos, a los que la mayoría
de los canales se encuentran en estado C, se denomina bloqueo tónico. Este bloqueo, que
representa la afinidad del fármaco por el estado C, está relacionado con la liposolubilidad
y el peso molécular del fármaco, disminuyendo cuando éste presenta una baja
liposolubilidad y un alto peso molecular (Courtney 1980a; Orant y cols., 1984).
b) Durante la estimulación repetida (durante la taquicardia) se va reduciendo la corriente
iónica con cada potencial de acción hasta alcanzar un estado de equilibrio; a este tipo de
bloqueo se le denomina bloqueo fásico ofrecuencia (uso)-dependiente. Este fenómeno
viene determinado por la cantidad de bloqueo producido por el fármaco de los canales en
estado A y/o 1, así como por la velocidad de recuperación del mismo durante la diástole,
alcanzándose un estado de equilibrio cuando ambos procesos se igualan.
Cinética de aparición y recuperación del bloqueo frecuencia-dependiente
Como ya hemos mencionado anteriormente, el bloqueo frecuencia-dependiente es la
resultante de dos procesos: el bloqueo que tiene lugar durante el potencial de acción y la
recuperación producida durante el intervalo diastólico.
Lavelocidad de aparición del bloqueofrecuencia-dependiente es un proceso exponencial
que depende de la frecuencia de estimulación (del intervalo entre los estímulos). Se correlaciona
con el peso molecular, ya que si éste es bajo favorece el rápido acceso del fármaco durante la
estimulación repetitiva (Campbell 1983a;b) y con la concentración del fármaco, siendo mayor
cuanto más concentrado está éste (Hondeghem y Katzung, 1980). Sin embargo, no se correlaciona
con la liposolubilidad, puesto que la despolarización del canal permite el acceso al receptor desde
la fase acuosa, mientras que el acceso durante el potencial de reposo únicamente es
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posible para el fármaco disuelto en la fase lipídica (Hille, 1977).
La velocidad de recuperación del bloqueo frecuencia-dependiente es un proceso
exponencial definido por una o dos constantes de tiempo, que aumenta con el peso molecular,
pero que es independiente de la liposolubilidad y de la concentración del fármaco (Heistracher,
1971; Courtney, 1980 a,b; Oshitaycols., 1980; SadayBan, 1981). Larecuperación del bloqueo
puede seguir dos vías dentro del esquema de la hipótesis del receptor modulado:
a) Recuperación a partir de canales en estado cerrado (CF -, C, LE -. 1 -~ C e IF -. CF -. C).
b) Recuperación a partir de canales activados. Este proceso, más rápido, se denomina
desbloqueo por activación y está relacionado con el paso de lE -, CF — AF -. A (Snyders
y Hondeghem, 1990; Snyders y cols., 1992a). Esta vía requiere una marcada
hiperpolarización del potencial de membrana que facilita el paso de lE a CF y aparece
cuando [AF] » [A].
64
Introducción
IV. Fármacos antagonistas de los receptores tipo 1 de la angiotensina II.
El sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) juega un papel fundamental en la
regulación de la presión arterial y de la homeostasis hidrosalina. Por ello, las alteraciones en su
funcionamiento se han implicado en la génesis de la hipertensión arterial y de sus complicaciones
(hiperirofia, insuficiencia cardíaca, remodelado cardiovascular, etc) (Tamargo, 1996a,b, 2000a).
La renina es una enzimaproteolítica, que se sintetiza y libera por las células yuxtaglomerulares
del riñón y que carece de actividad vasopresora porsí misma. Una vez en la circulación, la renina
actúa sobre el angiotensinógeno, transformándolo en un decapéptido inactivo, la angiotensina 1.
Ésta, sufre la acción de la enzima de conversión (ECA), que se encuentra, preferentemente, en
el endotelio vascular (sobre todo pulmonar) y se convierte en un octapéptido, la angiotensina II,
que es el componente activo del SRAA y una de las sustancias vasoconstrictoras endógenas más
potentes (40 veces más potente que la noradrenalina). Existen otras vías enzimáticas,
independientes de la renina y de la ECA, capaces de convertir el angiotensinógeno en
angiotensina 1 o ésta en angiotensina II, como la cimasa, la catepsina O, o el activador tisular del
plasminógeno (Figura 21).
Las acciones fisiopatológicas de laangiotensina II son consecuencia de su interacción con
receptores específicos localizados en la superficie de la membrana de las células diana. En el
hombre existen dos subtipos de receptores, denominados Ah y A12 (Bottari y cols., 1993;
Timmermans y cols., 1993; Unger y cols., 1996), cuya distribución se muestra en la Tabla 7
(Orady y cols., 1991; Bottari y cols., 1993; De Gasparo y cols., 1995; Stoll y cols., 1995a).
Además, se han descrito otros dos tipos de receptores, los AT3 presentes en cultivos de células
mesangiales de rata y los tipo 4 (AT4 ó 1C), presentes en la glándula adrenal, en la placenta y en
células endoteliales y musculares lisas vasculares humanas (De Gasparo y cols., 1995,
Ooodfriend y cols., 1996; Bemier y cols., 1995; Hall y cols., 1993), si bien se desconoce supapel
fisiopatológico. El gen que codifica el receptor Ahí se localiza en el cromosoma 3 y el del AT2















Figura 21. Representación esquemática de la síntesis de la angiotensina lly
produce tras estimular los receptores ATí y AT2.
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En fechas recientes, se ha incorporado a la terapéutica un nuevo grupo de fármacos que
actúan como antagonistas competitivos y específicos de los receptores ATí (Tabla 8), que
suprimen las acciones fisiopatológicas de la angiotensina II, mediadas a través de su estimulación.
Puesto que los receptores ATí median las acciones vasoconstrictoras arteriovenosas de la
angiotensina II, estos fármacos se utilizan en el tratamiento de la hipertensión arterial y de la
insuficiencia cardíaca (himmermans y cols., 1993; Cazaubon y cols., 1993; Dzau y cols., 1994;
Kang y cols., 1994; Criscione y cols., 1995; hamargo, 1996b; 2000a).






Además de la angiotensina II, existen otras angiotensinas activas. La angiotensina II, por
acción de aminopeptidasas se convierte en angiotensina III (Abhold y cols., 1987; Zini y cols.,
1996), que también estimula los receptores ATí produciendo vasoconstricción y liberación de
aldosterona. A partir de la angiotensina III, se forma la angiotensina IV (Berniery cols., 1995),
que estimula los receptores AT2 y AT4. Por otro lado, a partir de la angiotensina 1 y, por acción
de diversas endopeptidasas (24.26, 24.15 y 24.11), se forma la angiotensina (1-7) (Ferrario y
cols., 1991), que induce la liberación de prostaglandinas y que tras sufrir la acción de diversas
aminopeptidasas se convierte primero en angiotensina (2-7) y después en angiotensina (3-7), que
actúa sobre los receptores Ah4. Desconocemos los receptores sobre los que actúa la angiotensina
(1-7), ya que sus efectos no se bloquean de forma consistente por los antagonistas de los
receptores Ahí y AT2.
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IV.1. Mecanismo de acción de los fármacos antagonistas de los receptores AT1.
En la Tabla 9 se muestra la potencia comparativa de diversos antagonistas de los
receptores ATI para inhibir tanto la fijación específica de [‘251]angiotensinaII a membranas
celulares de tejidos que contienen receptores ATí, como para inhibir las contracciones inducidas
por la angiotensina II en anillos de aorta de conejo o de rata. Los valores presentados se
encuentran en el rango nanomolar, lo que confirma la gran potencia de los antagonistas de los
receptores ATI para bloquear la unión de la angiotensina lía los receptores ATí.
Tabla 9. Afinidad (1C~) y potencia vasodilatadora (C1
50) de los antagonistas de los receptores
AT1.
Fármaco K1 (nM) C150 (nM) Cita bibliográfica
Candesartán 0.49-0.64 10 Shibouta y cols., 1993
Eprosartán 1.7-3.9 9.43 Edwards y cols., 1992
E-3174 1.3-3.7 10 Wongycols., 1990c
Irbesartán 0.8-1.5 8.5 Cazaubon y cols., 1993
L-158809 0.13-0.5 10.5 Chang y cols., 1992
Losartán 5-40 8.4 Wong y cols., 199Gb
Saralasina 0.9-1.7 8.01 Timmermans y cols., 1993
Telmisartán 0.83-3.7 0.33 Wienen y cols., 1993
Valsartán 2-8 9.26 Criscione y cols., 1995
Por otro lado, los antagonistas de los receptores ATí, incluso a concentraciones 10.000
veces superiores (en el rango micromolar), no presentan propiedades inhibidoras de la renina o
de la ECA, no potencian las acciones de la bradicinina y no modifican las respuestas de la
vasopresina. Tampoco bloquean los receptores «/13-adrenérgicos, dopaminérgicos (Dl, D2),
opiáceos (>‘~ 5, 1<), serotonérgicos (5-HTl, 5-HT2), Hí-histaminérgicos, adenosínicos (Al, A2),
muscannicos M2), entrada 2±gabaérgicos (GABAA o GABA~) o (Mí, ni la de Ca a través de los
canales tipo L ó T de las células musculares cardíacas o vasculares (Criscione y cols., 1993;
Shiboutay cols., 1993; Timmermans y cols., 1993; Wienen y cols., 1993; Goa y Wagstaaff, 1996;
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Tamargo 1996a; 1996b; McClellan y Balfour, 1998; MeClellan y Ooa, 1998; McClellan y
Markham, 1998).
Las principales acciones producidas por la angiotensina II tras interactuar con los
receptores ATí se resumen en la Tabla 10 (Eberhardt y cols., 1993; Timmermans y cols., 1993;
Dzau y cols., 1994; Kang y cols., 1994; Johnston, 1995; Tamargo, 1996b; 2000a). Los receptores
ATí (359 aminoácidos) pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteínas O o proteínas
fijadoras de guanosintrifosfato (OTP), que presentan 7 segmentos transmembrana (SI-S7),
localizándose el C-terminal a nivel citoplasmático y el N-terminal glicosilado a nivel extracelular
(Capponi y Catt, 1980; Eberhardt y cols., 1993; Timmermans y cols., 1993; Capponi y cols.,
1994; Dzau y cols., 1994; Kang y cols., 1994; Johnston, 1995).











Aumento de las demandas miocárdicas de 02
Vasoconstricción coronaria
Aumento de los tonos simpático central y periférico
Aumento de la entrada de Ca2~ a través de canales L y 1
Aumento de la síntesis de proteínas y ADN
Remodelado cardiovascular
Liberación de aldosterona y catecolaminas
Liberación de vasopresina, ACTH, prolactina y LH
Aumento del tono simpático
Sed y apetito por la sal
Vasoconstricción (eferente > aferente)
Contracción y proliferación mesangial
Aumento de la reabsorción tubular proximal de Na4
Aumento de la excreción renal de Kt
Aumento de la síntesis de prostaglandinas
Inhibición de la secreción de renína
69
Introducción
La angiotensina II se une a la superficie externa del receptor, a nivel de la lisina-lOl,
arginina-167 y lisina-199 (Hunyady y cols., 1996). La cadena aromática de la tirosina-4 y de la
histidina-6, así como el grupo guanidino de la arginina-2 y el grupo C-terminal de la angiotensina
II son esenciales para su unión al receptor ATí, mientras que la tirosina-4 y el grupo aromático
de la fenilalanina-8 forman parte del sistema efector, encargado de producir la respuesta
biológica. El grupo C-terminal de la angiotensina II [asparagina-1 y fenilalanina-8)] se une a la
lisina-199 del segmento S5 y el triptófano-253 estabiliza el enlace iónico formado entre la lisina-
199 y el C-terminal. Los principales puntos de unión de los terminales N- y C- son la asparagina-
281 del segmento 57 y la lisina-199 del S~, respectivamente, que se encuentran en la superficie
externa de la membrana, facilitando la fijación de la angiotensina II al receptor ATI y siendo, por
tanto, responsables de la afinidad. Los segmentos S5 y S-, y la porción C-terminal del receptor
constituyen la zona que se acopla y regula la proteína O. Los antagonistas de los receptores Al 1
no peptídicos, se unen a una región que se extiende entre los segmentos 55 (Lisina-199), ~6
(Histidina-256) y S7 (Arginina-167) del receptor, cubriendo el área del receptor que forma el
punto de acoplamiento a la proteína O.
IV.2. Tipos de bloqueo del receptor Ah.
En arterias aisladas, la adición de dosis crecientes de angiotensina II estimula los
receptores ATI y produce una respuesta vasoconstrictora que permite construir una curva dosis-
respuesta a este agonista (Figura 22). Los antagonistas de los receptores ATí pueden producir un
antagonismo reversible, irreversible o insuperable e intermedio (Chang y cols., 1992; Edwards
y cols., 1992; Timmermans y cols., 1993; Eberhardt y cols., 1993, Criscione y cols., 1993;
Shibouta y cols., 1993; Wienen y cols., 1993; Ooa y Wagstaaff, 1996; Hunyady y cols., 1996;
Tamargo 1996a; 1996b; McClellan y Balfour, 1998; McClellan y Markham, 1998; McClellan y
Goa, 1998; Tamargo, 2000a).
Dosis crecientes de losartán, eprosartán, irbesartán, telmisartán y tasosartán desplazan
progresivamente la curva dosis-respuesta de la angiotensina II hacia la derecha; sin embargo,
podemos observar que en presencia del losartán (panel superior de la Figura 22) no se modifica
la pendiente de las curvas y que la angiotensina II sigue produciendo su respuesta
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vasoconstrictora máxima (Ooa y Wagstaaff, 1996; Wong y cols., 1990c). Estas características
indican que todos estos fármacos son antagonistas competitivos y reversibles que presentan una
rápida velocidad de disociación del receptor ATí, puesto que al añadir concentraciones crecientes
de angiotensina II se establece rápidamente un nuevo equilibrio.
En presencia del candesartán (panel intermedio de la Figura 22) observamos cómo a
medida que aumenta su concentración se produce una progresiva reducción del efecto máximo
de la angiotensina II y un desplazamiento de las curvas dosis-respuesta hacia abajo y hacia la
derecha, de tal forma que la respuesta vasoconstrictora acaba por desaparecer, es decir, que se
produce un antagonismo aparentemente no competitivo (Shibouta y cols., 1993; Ojima y cols.,
1997; MeClellan y Goa, 1998). Sin embargo, el bloqueo que el fármaco produce sí es de tipo
competitivo y se denomina antagonismo “insuperable o insurmountable”, ya que en presencia del
candesartán, el bloqueo de la respuesta vasoconstrictora a la angiotensina II se revierte tras añadir
el losartán al medio de incubación; ello confirma que el candesartán también produce un bloqueo
de tipo competitivo reversible de los receptores ATí. Por otro lado, tras eliminar el candesartán
del medio de incubación, observamos que se requieren 72 minutos para restablecer el 20% del
efecto vasoconstrictor de la angiotensina II, mientras que en artenas expuestas al losartán sólo
se necesitan entre 6 y 9 minutos. El estudio de la cinética de asociación-disociación del
candesartán al receptor ATt ha demostrado que el fármaco presenta una alta afinidad por el
receptor y que se disocia del mismo muy lentamente. Así, en microsomas adrenales de rata la
constante de velocidad de disociación del losartán de los receptores Ah es de 2.5 minutos y la
del candesartán de 66 minutos (Ojima y cois., 1997). Esta persistenciade unión quizá se deba a
la formación de un enlace entre el grupo carboxilo en posición 7 del anillo benzimidazol del
candesartán y el segmento S7 del receptor Ahí, ya que a este nivel, la mutaciónde la fenilalanina-
301 modifica la afinidad del agonista y del antagonista.
Los restantes antagonistas de los receptores ATí, incluido el metabolito activo del
losartán, el E-3 174, producen un desplazamiento progresivo de la curva dosis-respuesta de la
angiotensina II hacia la derecha sin modificar su pendiente,pero a diferencia de lo observado con
el losartán, la respuesta máximade la angiotensina II disminuye en un 3 0-50% (panel inferior de
la Figura 22) (Chang y cols., 1992 Edwards y cols., 1992; Criscione y cols., 1993; Wienen y








Figura 22. Comparación del antagonismo de la respuesta
vasoconstrictora inducida por la angiotensina II en aortas de conejo
producido por losartán (panel superior), candesartán (panel medio) y E-











































































En este caso estamos ante un antagonismo “competitivo mixto”. Este tipo de antagonismo podría
tener varias explicaciones posibles (Ojima y cols., 1997; Wienen y cols., 1992; Csajka y
cols.,1997; Tamargo, 2000a): 1) que estos fármacos se comportaran como antagonistas
inespecíficos capaces de bloquear otros receptores o vías de señalización implicadas en las
acciones de la angiotensina II; sin embargo, ya mencionamos que incluso a concentraciones en
el rango mícromolar, los antagonistasde los receptores ATí no bloquean otros receptores, canales
o enzimas. 2) Que produjeran una modulación alostérica del receptor ATí. Ello implicaría que
el fármaco se uniría a un punto de la membrana cercano, pero no idéntico, al lugar donde se une
la angiotensina II en el receptor ATí, lo que impediría la interacción de la angiotensina II con
dicho receptor. Sin embargo, el hallazgo de que los antagonistas de los receptores ATí no
modifican la velocidad de disociación de la [1251]angiotensinaII de los receptores ATí hace muy
improbable esta explicación. 3) Que el fármaco se una de forma covalente al receptor ATí
(antagonismo irreversible), de tal manera que se produjera una reducción progresiva del número
de receptores funcionales; sin embargo, dos hallazgos experimentales son incompatibles con esta
hipótesis. En primer lugar, el grado de bloqueo, no aumenta con el tiempo de exposición al
antagonista y, por otro lado, una vez producido el bloqueo la adición de losartán revierte
parcialmente el bloqueo producido por valsartán. Esta reversión del bloqueo producida por el
losartán indica que todos los antagonistas se unen al receptor ATí y se comportan como
antagonistas competitivos, pero algunos se disocian tan lentamente del receptor ATt que el
bloqueo producido parece ser irreversible (por ello, se habla de “antagonismo
pseudoirreversible”) (Wienen y cols., 1992; Ojima y cols., 1997). De hecho, las constantes de
tiempo de disociación del receptor ATí para candesartán y valsartán son de 68 y 56 minutos,
respectivamente, siendo de 8 minutos para la angiotensina II. Una vez que candesartán o valsartán
se disocian del receptor ATí y éste queda libre, su lugar es ocupado por el losartán, que presenta
una constante de asociación 10 veces más rápida (0.066 minutos4 para el losartán vs. 0.0059
minutos< para el candesartán. Ojima y cols., 1997). Si el bloqueo producido por los antagonistas
de los receptores ATí fuera realmente irreversible, el losartán debería aumentar aún más este
bloqueo. Así pues, todos los antagonistas de los receptores ATí se comportan como bloqueantes
competitivos reversibles del receptor ATí y los diferentes tipos de bloqueo son consecuencia de
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su distinta cinética de asociación-disociación del receptor.
IV.3. Mecanismos de señalización intracelular.
La interacción de la angiotensina II con el receptor ATí activa la proteína Gq« y,
posteriormente, la fosfolipasa C-f31 (PLC¡3l), que hidroliza el fosfatidil-(4,5)-bifosfato (IPQ) en
inositol-1,4,5-trifosfato (1P3) y 1,2-diacilglicerol (DAG) (Figura 23) (Pais y cols., 1971; Capponi
y Catt, 1980; Timmermans y cols., 1993; Eberhardt y cols., 1993; Dzau y cols., 1994; Kang y
cols., 1994; Jobnston, 1995).
El 1P3 actúa sobre receptores específicos situados en la membrana del retículo
sarcoplásmico y facilita la rápida liberación del Ca2t allí almacenado, así como la entrada de Ca2t
extracelular a través de canales de la membrana activados al vaciarse los depósitos intracelulares
de Ca2t (Icj~c). El resultado es un aumento de la [Ca2tjI~,que a nivel muscular cardíaco aumenta
la contractilidad y frecuencia cardíacas, a nivel vascular el tono arterio-venoso y a nivel adrenal
la síntesis y liberación de aldosterona. El Ca2t junto con el DAG activan y translocan la protein
cinasa C (PKC) hacia la membrana celular, que a su vez estimula la fosforilación de diversas
proteínas, activa el intercambiador Nat~H+ (alcaliniza el medio intracelular) y la fosfolipasa A2
(aumenta la síntesis de eicosanoides, en particular, de prostaglandina E2) y bloquea diversos
canales de EJ. Este bloqueo despolariza la membrana, activa los canales de CaZt
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voltaje-dependientes tipo-L y aumenta la [Ca ~, lo que incrementa la contractilidad cardíaca y
el tono vascular. La PKC también activa diversos genes de respuesta inmediata (c-fos, c-myc,
c-jun), la síntesis de proteínas y ADN y, por tanto, el crecimiento y diferenciación celular (efectos
tróficos de la angiotensina II que conducen a la hipertrofia cardíaca y a lahipertrofia e hiperpíasia
del músculo liso vascular característico de los pacientes hipertensos, con insuficiencia cardíaca
o postinfarto de miocardio) (Kawahara y cols., 1988; Naftilan y cols., 1989a;1989b; Taubman
y cols., 1989).
La interacción de la angiotensina II con el receptor ATI también : a) inhibe la adenilato
ciclasa, enzima encargada de transformar el adenosin-trifosfato (ATP) en adenosin-monofosfato
cíclico (AMPc), con la consiguiente disminución en la [AIvIP
0](Jard y cols., 1981). b) Estimula
directamente la entrada de Ca




niveles plasmáticos y tisulares de renina, angiotensina 1 y angiotensina II, aunque estos cambios
desaparecen a las 72 horas de suspender el tratamiento. El aumento de angiotensina II actuaría
sobre los receptores AT2, que no están bloqueados y cuya expresión está incrementada tras el
bloqueo de los receptores ATí (Willenheimer y cols., 1999). La estimulación de los receptores
AT2 aumenta la liberación de óxido nítrico y prostaglandina 12, que presentan propiedades
vasodílatadoras, antiagregantes y antiproliferativas. Además, en cultivos de astrocitos y de
células musculares lisas vasculares aumenta la salida de K~; ello hiperpolariza el potencial de
membrana y facilita el estado cerrado, no-conductor, de los canales de Ca2~ voltaje-dependientes,
lo que también contribuye a producir dilatación arteriolar (este efecto podría ser importante a
nivel de las arteriolas cerebrales). Además, la estimulación de los receptores AT2 media los
efectos antiproliferativos de la angiotensina II en cultivos de células endoteliales y activa
diversas colagenasas, efecto que podría facilitar la regresión de la fibrosis en el miocardio
hipertrofiado del hipertenso (Stoll y cols., 1995b; Nakajima y cols., 1995; Laflamme y cols.,
1996; Meffert y cols., 1996; Munzenmaier y Greene, 1996; Yamada y cols., 1996; Gallinat y
cols., 1997). Es decir, que las acciones vasodilatadoras y antiproliferativas de los antagonistas
de los receptores ATI serian debidas tanto al bloqueo directo de los receptores ATí como,
indirectamente, a la estimulación de los receptores AT2.
IV.5. Efectos farmacológicos de los antagonistas de los receptores ATí.
IV.5.1. Efectos antihipertensivos.
Los antagonistas de los receptores ATí disminuyen la presión arterial y
previenenlrevierten la hipertrofia ventricular, que aparece en modelos experimentales de
hipertensión arterial: ratas espontáneamente hipertensas (SHR), inducida tras la activación del
SRAA [transgénicas (mREN2), infusión crónica de dosis subpresoras de angiotensina II], tras
ligadura aórtica o tras la administración de endotelina-1 o L-NAME, secundaria a hipotermia o
de tipo renovascular (un riñón, un clip, reducción de masa renal) y en ratas alimentadas con
fructosa (Timmermans y cols., 1993). También disminuyen la presión arterial en animales
normotensos en los que se ha producido una marcada depleción salina tras administración de
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dosis elevadas de diuréticos (Timniermans y cols., 1993; Eberhardt y cols., 1993; Kang y cols.,
1994; Weber y cols., 1995; Criscione y cols., 1995; Goa y Wagstaff, 1996). Sin embargo, son
poco efectivos en ratas normotensas conscientes o en el modelo desoxycorticosterona acetato
(DOCA)-sal, que cursa con actividad de renina plasmática baja (Timmermans y cols., 1993).
Los antagonistas de los receptores ATí producen una acción vasodilatadora arteriovenosa
que disminuye las resistencias vasculares periféricas y la presión arterial en pacientes
normotensos e hipertensos (Burnier y cols., 1999), En hipertensos, su efecto antihipertensivo
depende de: a) el nivel tensional previo, siendo tanto más marcado cuanto mayor sea aquél antes
del tratamiento y ti) del balance de Na~, acentuándose en pacientes con restricción de Na+ o que
reciben altas dosis de diuréticos tiazídicos o del asa. Sin embargo, su efecto antihipertensivo no
guarda relación con la edad, sexo y raza del paciente. La disminución de la presión arterial
aparece de forma gradual, alcanzando su efecto máximo al cabo de unas 2-4 horas y valores
estables al cabo de 4-6 semanas; ello unido a que no potencian las acciones vasodilatadoras de
las cininas, explicaría la baja incidencia de hipotensión postural al comienzo del tratamiento.
Finalmente, su efecto antihipertensivo se mantiene a lo largo de 24 horas, lo que permite
controlar al paciente con una dosis diaria, sin modificar el ritmo circadiano de la presión arterial.
El efecto antihipertensivo no se acompaña de taquicardia refleja ni de cambios importantes en
el volumen minuto, en la presión capilar pulmonar o en la presión de llenado ventricular;
tampoco aparece tolerancia en tratamientos prolongados y no se observa hipertensión arterial de
rebotetras suspender bruscamente el tratamiento. Asociados con tiazidas o diuréticos del asa, que
activan el SRAA, no sólo se aumenta la potencia antihipertensiva de cada fánnaco por separado,
sino que además los antagonistas de los receptores ATí contrarrestan la hipopotasemia que los
diuréticos producen.
La administración de un antagonista de los receptores ATí aumenta los niveles
plasmáticos de renina y angiotensina II, inhibe la liberación de aldosterona y vasopresina y
normaliza el tono noradrenérgico, efecto que puede acompañarse o no de una disminución en los
niveles plasmáticos de noradrenalina. De hecho, los antagonistas de los receptores ATí bloquean
la potenciación pre/postsináptica de la transmisión adrenérgica en modelos animales
experimentales (Timmermans y cols,, 1993). Sin embargo, no modifican los nivelesplasmáticos
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y urinarios de prostaglandinas o los tisulares de cininas. En tratamientos crónicos no modifican
el perfil lipídico ni los niveles plasmáticos de glucosa, insulina, EJ o creatinina. Tampoco
producen retención hidrosalina, depresión, alteraciones del sueño o impotencia.
Los antagonistas de los receptores ATí son eficaces en el tratamiento de la hipertensión
leve o moderada, particularmente de la que cursa con renina alta (hipertensión vasculorrenal y
maligna), asma o broncopatía obstructiva crónica, diabetes, depresión, hiperuricemia,
vasculopatías periféricas, cardiopatía isquémica o insuficiencia cardíaca; sin embargo, se
desconoce su valor real en hipertensos con renina baja. En estudios comparativos, se ha
demostrado que la efectividad de losartán (50 mg/día), valsartán (80-160 mg/día), irbesartán
(1 50-300 mg/día) y candesartán (4-15 mg/día) es similar a la de captoprilo (50-100 mg/día),
enalaprilo (20 mg/día), lisinoprilo (10-20 mg/día), atenolol (50-100 mg/día), amlodipino (5
mg/día), hidroclorotiazida (25 mg/día) o felodipino SR(5-10 mg/día)(Weber y cols., 1995; Goa
y Wagstaff, 1996; Criscione y cols., 1995; Csajka y cols., 1997; Mclnnes, 1997).
Algunos estudios sugieren la existencia de diferencias en la eficacia antihipertensivaentre
los distintos antagonistas de los receptores ATí. En pacientes con hipertensión leve o moderada,
se comprobó que el efecto sobre la presión diastólica era ligeramente más marcado con el
candesartán (16 mg/día) que con el losartán (50 mg/día); sin embargo, no se observaron
diferencias entre ambos fánnacos cuando la dosis de candesartán se redujo a 8 mg/día
(Andersson y Neldam, 1998). En otro estudio, se compararon frente a placebo los efectos de
losartán (100 mg/día) e irbesartán (150 y 300 mg/día) (Kassler-Taub y cols., 1998). El irbesartán
(300 mg/día) redujo la presión sistólica de forma más marcada que el losartán (100 mg/día), pero
no se encontraron diferencias entre ambos fármacos cuando ladosis de irbesartán se redujo a 150
mg/día. Hedner y cols. (1999) observaron que el valsartán (160 mg/día) reducía de forma más
marcada la presión arterial que el losartán (100 mg/día) en 1369 pacientes con hipertensión leve
o moderada. Sin embargo, un reciente meta-análisis de los estudios realizados con losartán,
valsartán, candesartán e irbesartán en pacientes con hipertensión arterial, concluye que no existen
diferencias significativas en la actividad antihipertensora de los distintos antagonistas de los
receptores ATI (Willenheimery cols., 1999).
En la actualidad se están llevando a cabo distintos estudios clínicos en los que se analizan
los efectos sobre la morbimortalidad cardiovascular en el paciente hipertenso. El estudio LIFE
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(Losartan Intervention forEndpoint Reduction) compara los efectos de losartán y atenolol sobre
la mortalidad cardiovascular y la morbilidad de pacientes hipertensos con hipertrofia ventricular
izquierda documentada en el ECG. El estudio incluye 9194 pacientes de entre 55 y 88 años y
estará completado en el año 2001 (DahlÉSf y cols., 1997; Dahlóf y cots., 1998). El estudio
TOUCH (Trial for Usual Care of Hypertension) analiza los efectos del losartán sobre la
morbimortalidad total y sobre la calidad de vida en estos pacientes (Edelman y cols., 1995). Por
su parte, el estudio VALUE (Valsartan Antihypertensive Long-term Use Evaluation) compara
los efectos de valsartán y amlodipino sobre la morbimortalidad cardiovascular en 14400
pacientes hipertensos mayores de 50 años que, además, presentan otro factor de riesgo
cardiovascular (Mann y cols., 1998). Por último, el estudio SCOPE (Study on COgnition and
Prognosis in Elderly) analiza los efectos del candesartán cilexetil sobre la morbimortalidad
cardiovascular en 4000 pacientes de entre 70 y 89 años (Willenheimer y cols., 1999).
IV.5.2. Efectos citoprotectores.
En ratas SHR, los antagonistas de los receptores ATí revierten la hipertrofia cardíaca y
el remodelado de la pared vascular y aumentan la reserva coronaria (Timmermans y cols., 1993;
Mizuno y cols., 1994; Takeda y cols., 1994; Kojima y cols., 1994; Kagoshima y cols., 1994;
Zierhut y cols., 1994; B¿Sliin y cols., 1996; Oohlke y cols., 1996; Varo y cols., 1999). También
se ha observado la regresión de la hipertrofia cardíaca en todos los modelos animales en los que
los antagonistas de los receptores ATI disminuyen la presión arterial. En ratas SHR, la
administración crónica del losartán aumenta los niveles plasmáticos de angiotensina 1 y
angiotensina II, pero disminuye los de angiotensina II en el ventrículo izquierdo, lo que indica
que es la angiotensina II local y no la circulante, la que estimula la hipertrofia cardiaca (Mizuno
y cols., 1992).
En ratas SHR que desarrollan ictus espontáneo y en ratas Dahí alimentadas con un
suplemento de sal en la dieta, el losartán disminuye las lesiones cardíacas, renales y cerebrales
y la mortalidad (84% vs. 16 %), a pesar deque en el modelo Dahí la acción antihipertensiva del
losartán es mínima; este hallazgo indica que sus acciones antiproliferativas son independientes
de las hemodinámicas (Von Lutterotti y cols., 1991; Camargo y cols., 1991). Sin embargo, estos
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efectos no han sido reproducidos con el candesartán (Sugimoto y cols., 1996).
En cultivos de células musculares lisas vasculares, los antagonistas de los receptores ATí
inhiben la incorporación de [3H]-timidina(un índice de la síntesis de ADN-hiperplasia) y de
[3H]-fenilalanina (índice de síntesis proteica-hipertrofia) (Timmermans y cols., 1993). En
modelos experimentales revierten la proliferación neointimal y la re-estenosis producida tras
lesión vascular con un catéter-balón y reducen el grosor de la media aumentando el cociente
media/luz vascular. Esta regresión de la lesión vascular va acompañada de una recuperación de
la respuesta vasodilatadora, endotelio-dependiente, inducidapor laacetilcolina (Tamargo, 1997;
Taddei y cols., 1998; Virdis y cols, 1998; Aranda y cols., 1999).
En ratas con infarto de miocardio inducido tras ligadura de la arteria coronaria
descendente anterior, el losartán reduce la fibrosis cardíaca, produce una mejoría de la función
ventricular similar a la del captoprilo y aumenta la supervivencia, efectos que sugieren que
podría inhibir el remodelado ventricular postinfarto de miocardio; sin embargo, en este modelo,
el losartán no parece reducir el área infartada (Raya y cols., 1991). En un modelo similar, el
losartán también disminuía el contenido de colágena en el miocardio no infartado (Timmermans
y cols., 1993). Todos estos datos experimentales avalan la posible utilidad de los antagonistas
de los receptores ATí en pacientes con disfunción ventricular postinfarto de miocardio.
Diversos estudios han valorado la capacidad del losartán para revertir la hipertrofia del
ventrículo izquierdo (UVI) en pacientes hipertensos. Aunque en un principio se plantearon dudas
(Cheung, 1997; Himmelmann y cols., 1996), los datos disponibles confirman que el losartán
reduce significativamente, y al igual que la hidroclorotiazida y el verapamilo, la HVI (Tedesco
y cols., 1998). En otro estudio que comparó la eficacia del losartán frente al fosinoprilo, el
losartán produjo una mayor reducción de la masa del ventrículo izquierdo que el fosinoprilo
(Campbell y cols., 1998). Asimismo, el valsartán produjo una regresión de la HVI del paciente
hipertenso superior a la del atenolol (Thurman y cols., 1998). Los datos disponibles para
candesartán e irbesartán son menos concluyentes, aunque indican que ambos fármacos también
revierten la HVI del paciente hipertenso (Mitsunami y cols., 1998; Kahan y cols., 1998). Hasta
el momento no existen datos acerca de la reversión de la HVI producida por telmisartán,
tasosartán o eprosartán.
Tanto los resultados experimentales como los clínicos, sugieren que los antagonistas de
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los receptores ATt producen efectos favorables sobre los cambios estructurales y funcionales del
sistema cardiovascular, conocidos como “remodelado” cardiovascular hipertensivo.
En corazones aislados y perfundidos de rata en los que se realiza una oclusión coronaria,
la administración, antes y durante la reperfusión, de losartán, captoprilo o de un irbibidor de la
renína disminuye la incidencia de arritmias; sin embargo, cuando se administran exclusivamente
durante la fase de reperfiisión, sólo el losartán ejercía un efecto antiarrítmico (Fleetwood y cols.,
1991).
IV.5.3. Efectos sobre el miocardio insuficiente.
Los antagonistas de los receptores ATí producen una clara mejoría hemodinámica e
incluso aumentan la supervivencia en diversos modelos animalesde insuficiencia cardíaca [p.ej..
tras ligadura coronaria (rata), tras realizarun shunt portocava (perro) o tras estimulación eléctrica
programada (perro y oveja)] (Dickstein y cols., 1994).
Estudios clínicos de corta duración, realizados en pacientes con insuficiencia cardiaca
han demostrado que los antagonistas de los receptores ATí producen un clara mejoría clínica y
hemodinámica, reduciendo las presiones auricular derecha, capilar pulmonar, telediastólica del
ventrículo izquierdo, asi como las resistencias vasculares periféricas; a la vez que aumenta el
volumen minuto cardíaco y la excreción renal de Na+ y agua. Estos efectos no se acompañan de
taquicardia refleja o de cambios en los reflejos circulatorios y sí de una reducción en los niveles
plasmáticos de aldosterona, noradrenalina y péptido natriurético auricular(Oottlieb y cols., 1993;
Dickstein y cols., 1994; Crozier y cols., 1995; Dickstein y cols., 1995; Lang y cols., 1997; Vigay
y cols., 1998).
En el estudio ELITE 1, se comparaban los efectos del captoprilo (50 mg tres veces al día)
y el losartán (50 mg/día) en pacientes mayores de 65 años con insuficiencia cardiaca (clase
funcional 11-1V, fracción de eyección < 40 %), tratados con digoxina y diuréticos y que no habían
recibido un inhibidor de la ECA (Pitt y cols., 1997). Tras 44 semanas de seguimiento se
comprobó que el losartán disminuía los síntomas, la mortalidad y la hospitalización por
insuficiencia cardíaca más que el captoprilo (9.4 % vs. 13.2 %. P = 0.075). La disminución de
la mortalidad total (4.8 % ‘rs. 8.7 %. P = 0.035) se producía a expensas de una marcada reducción
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de la muerte súbita (1.4% ‘rs. 3.8 %. P 0.01), lo que sugería que el losartán podría ejecer un
efecto antiarritmico. De hecho, en modelos de isquemia-reperfusión se había observado que el
losartán producía un efecto antiarrilmico que era independiente del bloqueo de los receptores
ATí (Thomas y cols., 1996; Lee y cols., 1997), sin embargo, más recientemente al comparar los
efectos del losartán, captoprilo y E-3 174 sobre la incidencia de arritmias en un modelo de
isquemia-reperfusión en penos, sólo el E-3174 la disminuía de forma significativa (75% de
disminución) (Lynch y cols., 1999). Por otro lado, en un análisis retrospectivo de un grupo de
pacientes incluidos en el estudio ELITE 1 se demostró que los enfermos tratados con losartán
presentaban una menor dispersión del intervalo QTc del ECO que los tratados con el captoprilo
(P’c0.Ol), lo que podría explicar la reducción en la muerte súbita observada en los pacientes
tratados con el losartán (Brooksby y cols., 1999). Sin embargo, el estudio ELITE 1 no era un
estudio de mortalidad propiamente dicho, por lo que se diseñó el estudio ELITE II, que tenía
como primer objetivo la mortalidad total. Este estudio ha finalizado en 1999 y los datos
disponibles indican que no existendiferencias entre losartány captoprilo en las hospitalizaciones
por insuficiencia cardiaca (38.6% vs 37.6%. P = 0.4) o en la mortalidad total (17.5% vs 15.9%.
P = 0.16) o súbita (9.0% vs 7.3%. P = 008) (Pitt y cols., 1999).
Un estudio muy polémico fue el RESOLVD (Randomized Evaluation of Sírategies for
the LeftVentricular Disfunclion) que comparaba los efectos del candesartán (4, 8 y 16 mg/día)
y el enalaprilo (20 mg/día) en pacientes con insuficiencia cardíaca (McKelvie et al., 1999). El
estudio tampoco tenía la mortalidad como objetivo primario y fue interrumpido a las 43 semanas
de seguimiento al detectarse un aumento de mortalidad en el grupo del candesartán, aunque no
alcanzaba significación estadística (Willenheimer y cols., 1999).
En la actualidad, diversos ensayos clínicos analizan los efectos de los antagonistas de los
receptores ATI en pacientes con insuficiencia cardíaca. El estudio Val-HeFT (Valsartan Mean
Failure Trial), estudia el efecto de la adición de valsartán, a la dosis máxima de 320 mg al día,
al tratamiento habitual de la insuficiencia cardiaca, incluidos los inhibidores de la ECA, en
pacientes con una fracción de eyección inferior al 40%. Este estudio tiene como objetivo
primario el tiempo transcurrido hasta la muerte y estará concluido en el año 2002 (Willenheimer
y cols., 1999). El estudio CHARM (Candesartan cilexetil in HeArt failure Reduction in Mortality
and morbidity) compara los efectos del candesartán con los del placebo en pacientes con
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insuficiencia cardiaca sintomática subclasificados en 3 grupos, según la fracción de eyección y
la tolerancia a un inhibidor de la ECA. Este estudio estará completado en el año 2002
(Willenheimer y cols., 1999). El estudio OPTIMAAL (OPtimal Trial In Myocardial infarction
with the Angiotensin II Antagonist Losartan) compara los efectos del losartán y del captoprilo
en pacientes con insuficiencia cardíaca postinfarto de miocardio, teniendo como objetivo
primario la mortalidad total. Se prevé que estará concluido en el transcurso del afio 2000
(Dickstein y cols., 1999). El estudio VALIANT (VALsartan In Acute myocArdial iNfarction
Trial) compara los efectos del valsartán con los del captoprilo y la combinación de ambos, sobre
la morbimortalidad en pacientes con insuficiencia cardíaca postinfarto de miocardio. Se calcula
que estará concluido a finales del año 2002 o principios del 2003 (Willenheimer y cols., 1999).
Por tanto, en el momento de escribir esta Tesis Doctoral y a la espera de los resultados
de estos estudios que están en marcha, los inhibidores de la ECA siguen siendo los fármacos de
elección en el tratamiento de la insuficiencia cardíaca. No obstante, en casos de intolerancia a
dichos fármacos podría emplearse el losartán, que es el único fármaco de este grupo que tiene
aprobada la indicación de insuficiencia cardíaca (Willenheimer y cols., 1999).
IV.5.4. Efectos renales.
Los antagonistas de los receptores ATí revierten la acción vasoconstrictora renal de la
angiotensina II, especialmente la vasoconstricción de la arteriola eferente, por lo que en pacientes
hipertensos incrementan el flujo sanguíneo renal; sin embargo, no modifican o incluso
disminuyen, la tasa de filtración glomerular y la fracción de filtración (Timmermans y eols.,
1993; Kawabata y cols., 1994; Baboolad y Meyer, 1995; Kayakawa y cols., 1997; Klahr y
Morrisey 1997; Mackenzie y cols., 1997; Wu y cols., 1997). También aumentan el volumen
urinario y disminuyen la reabsorción de Na~, Cf y en el túbulo proximal, siendo su efecto
natriurético más marcado en pacientes que reciben una dieta pobre en sal.
Los antagonistas dc los receptores ATí disminuyen la proteinuria en modelos animales
de insuficiencia renal (p.ej. en animales en los que se ha reducido la masa renal o con nefrosis
inducida por puromicina) (Timmermans y cols., 1993; Kawabata y cols., 1994; Kanno y cois.,
1994; Bóhm y cols., 1995; Noda y cols., 1997; Perico y Remuzzi, 1998). También disminuyen
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laglomeruloesclerosis en ratas hipertensas, hiperlipidémicas (ratas Imai) o con diabetes inducida
por la estreptotozina (Timmermans y cols., 1993; Kohzuki y cols., 1995; Obata y cols., 1997).
En pacientes hipertensos no diabéticos, el losartán y el candesartán disminuyen ]a proteinuria,
la fracción de excreción de albúmina y de inmunoglobulina E, mantienen la tasa de filtración
glomerular y disminuyen la fracción de filtración (Ooodfriend y cols., 1996; Chan y cols., 1997;
Holdaas y cols., 1998). Como era de esperar, los antagonistas de los receptores Ah no son
efectivos en modelos en los que la angiotensina II juega un papel mínimo (p. ej., la nefritis de
Heyman o la que aparece en ratas Zucker obesas). El losartán exhibe un importante efecto
uricosúrico (Burnier y cols., 1993). Este efecto es independiente del bloqueo de los receptores
ATí, ya que no lo producen otros fármacos del mismo grupo. En un estudio reciente, se
comparaba la influencia del losartán y del eprosartán sobre el metabolismo del ácido úrico en
pacientes con hipertensión arterial leve o moderada (Puig y cols., 1999). En los pacientes tratados
con losartán se observó un aumento en la excreción del ácido úrico que no se acampañaba de
modificaciones significativas de la uricemia. Esta observación se puede atribuir a la transferencia
de uratos tisulares hacia el torrente circulatorio, producida para compensar la uricosuria. Por el
contrario, en los pacientes tratados con el eprosartán no se observó ninguna modificación en la
uricuria ni en la uricemia. Por todo lo anterior, el losartán sería un fármaco de elección en el
paciente hipertenso con hiperuricemia.
En la actualidad desconocemos los efectos de los antagonistas de los receptores ATI en
pacientes con nefropatía diabética. En el estudio ELITE 1, se observó que el losartán era tan
efectivo como el captoprilo sobre la evolución de los niveles plasmáticos de creatinina, lo que
sugiere que los antagonistas de los receptores ATí tendrían también un efecto nefroprotector.
Esta posibilidad está siendo analizada en el estudio RENAAL (Reduction in Endpoints in
NIDDM with the Angiotensin II Antagonist Losartan) que evalúa los efectos del losartán sobre
la progresión de la nefropatía en pacientes con diabetes tipo II.
IV.5.5. Efectos a nivel cerebral.
Datos experimentales sugieren que la acción antihipertensiva de los antagonistas de los
receptores ATí tiene, en parte, un componente central localizado en el área hipotalámica
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anterior. En ratas SHR, la inyección de losartán a este nivel produce una reducción de la presión
arterial que no se acompaña de cambios en la frecuencia cardiaca; idénticos resultados se han
observado cuando el fármaco se inyecta a nivel intracerebroventricular en ratas sensibles a la sal
(Kirby y cols., 1992). Sin embargo, es dificil saber cuál es el papel real de este componente
central, ya que algunos de estos fármacos atraviesan con dificultad la barrera hematoencefálica.
IV.6. Propiedades farmacocinéticas.
Las principales características farmacocinéticas de algunos antagonistas de los receptores
ATí, así como las dosis recomendadas en el tratamiento del paciente hipertenso se resumen en
la Tabla 11 (Jobnston, 1995; Tamargo, 1996b, 2000a; Csajka y cols., 1997).
El losartán se absorbe bien por vía oral, pero sufre un importante efecto de primer paso
hepático, alcanzando niveles plasmáticos máximos al cabo de 1 hora (Ooa y Wagstaaff, 1996).
Su biodisponibilidad oral (aproximadamente el 33%), no se modifica en presencia de alimentos.
Se une en un 99% a proteínas plasmáticas y se distribuye ampliamente. Un 15% de la dosis
administrada, se biotransforma rápidamente en el hígado por las isoformas CYP3A4 y CYP2C9
(Stearns y cols., 1995) del citocromo P450, en un metabolito activo, el E-3 174. En cultivos de
células musculares lisas vasculares, el E-3 174 es 15 veces más potente que el losartán para
bloquear los receptores ATI y para inhibir el crecimiento celular y el aumento de la [Ca2+i
producidos por la angiotensina II (Sachinidis y cols., 1993). El E-3174 alcanza niveles
plasmáticos máximos al cabo de 3-4 horas y presenta una semivida plasmática de 9 horas, por
lo que es el responsable de la prolongada acción antibipertensiva del losartán (Ooa y Wagstaaff,
1996; Wong y cols., 1990c). En pacientes con un déficit en la isoforma CYP2C9 o con
mutaciones en el gen que la codifica, menos de un 1% de la dosis de losartán se convierte en E-
3174. El losartán se elimina por vía biliar (z 65% en heces) y en menor grado por secreción
tubular renal (35%), de tal forma que menos del 5% se encuentra de forma inalterada en orina
(Ooa y Wagstaaff, 1996). En pacientes con cirrosis hepática, los niveles de losartán y E-3 174
son, respectivamente, 5 y 1.7 veces mayores que en sujetos sanos, por lo que se recomienda
reducir la dosis de losartán a la mitad. Sin embargo, no es necesario reajustar la dosis en
pacientes con insuficiencia renal (Csajka y cols., 1997).
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El candesartán cilexetil (TCV-1 16) es un profármaco inactivo que se hidroliza en un
metabolito activo (candesartán o CV-1 1974) durante el proceso de absorción intestinal
(McClellan y Ooa, 1998). La absorción es rápida y su biodisponibilidad depende de la
formulación galénica (14% cuando se administra en comprimidos, 42% cuando se administra en
solución) (MeClellan y Goa, 1998), sin embargo, no se altera cuando se administra junto con
alimentos (Riddel, 1997). Tras su absorción se alcanzan las concentraciones máximas a las 3-5
horas. El candesartán se une a proteínas plasmáticas y se elimina en un 80% sin biotransformar
por vía urinaria (33%) y fecal (67%); el resto se biotransforma en el hígado (CYP2C9) en un
metabolito inactivo, el CV-15959 (McClellan y Goa, 1998). La semivida plasmática de la forma
activa (candesartán o CV-l 1974) es de 9-13 horas y es independiente de la dosis administrada
(McClellan y Goa, 1998). En pacientes mayores de 65 años aumentan las concentraciones
plasmáticas máximas, aunque este hecho no parece tener repercusión clínica. La semivida
plasmática del candesartán aumenta en pacientes con insuficiencia renal grave (aclaramiento de
creatinina < 30 mí/mm) o con insuficiencia hepáticaleve-moderada, por lo que en ellos se debe
iniciar el tratamiento con una dosis de 4 mg/día (De Zeeuw y cois., 1997).
El eprosartán se absorbe de forma incompleta por vía oral, disminuyendo su
biodisponibilidad (14%) cuando se administra junto con alimentos (Tenero y cols., 1998). Las
concentraciones plasmáticas máximas se alcanzan al cabo de 1-3 horas. Se une en un 98 % a
proteínas plasmáticas (Tenero y cols., 1997) y se elimina sin biotransformar por heces (90%) y
por orina (10%), siendo su semivida plasmática de 5-7 horas (Tenero y cols., 1998). Su
eliminación se retrasa en pacientes con insuficiencia renal grave (aclaramiento de creatinina <
30 mí/mm) (Tenero y cols., 1997) y con insuficiencia hepática (1enero y cols., 1998).
La dosis de cualquier antagonista de los receptores ATí debe reducirse al 50% en
pacientes con depleción de volumen secundada a la administración de dosis altas de diuréticos.
Sin embargo, dada su elevada unión a proteínas plasmáticas (> 90%) y su gran volumen de































































































































































































































Los resultados de estudios controlados han demostrado que los antagonistas de los
receptores ATí presentan una excelente tolerancia clínica, siendo la incidencia de reacciones
adversas y de abandonos en muchos estudios similar a la del grupo placebo (entre 2-2.5%) (Ooa
y Wagstaff, 1996; Bruuner y cols., 1997; Markham y Ooa, 1997; Sever, 1997). Sólo la astenia,
las cefaleas y los mareos superan una incidencia del 1%. Dado que no liberan ni potencian la
acción de las cininas, los antagonistas de los receptores ATí presentan un mínimo riesgo de
producir tos, urticana o angioedema. De hecho, la incidencia de tos es del 4% con tosartán (3.4%
con el placebo) y del 2.3% con valsartán (1.5% con el placebo). En estudios realizados en
pacientes con historia de tos tras exposición a un inhibidor de la ECA, los antagonistas de los
receptores ATí producen una incidencia de tos similar a la de la hidroclorotiazida, fármaco que
no produce esta reacción adversa. Se han descrito casos aislados de edema de los labios y de los
párpados y enrojecimiento facial en pacientes con historia de hipersensibilidad a penicilina o
aspirina que recibieron losartán.
IV.8. Interacciones medicamentosas.
El losartán no interactúa con alimentos, digoxina, cimetidina, hidroclorotiazida,
anticoagulantes orales o barbitúricos. El fluconazol, que actúa como inhibidor de las enzimas del
citocromo P450, aumenta los niveles plasmáticos del losartán y disminuye la formación del E-
3174 (Csajkaycols., 1997; Kazieradycols., 1997). Lacimetidina aumenta en un 18% el área
bajo la curva de niveles plasmáticos del losartán, pero no la del E-3 174 y, además, no altera la
semívida plasmática de ninguno de los dos. Estas interacciones carecen de importancia clínica
y no obligan a modificar la pauta del tratamiento (Csajka y cols., 1997).
El telmisartán no interactúa con anticoagulantes orales, acetaminofén, amlodipino,
glibenclamida o hidroclorotiazida. Sin embargo, aumenta la digoxinemia (20-49%), por lo que
éstadebería ser monitorizada en pacientes que reciben esta combinación (McClellany Markham,
1998). El telmisartán no se biotransforma a través del citocromo P450, por lo que no son de
esperar interacciones con fármacos que lo inhiban. No se han descrito interacciones entre
88
Introducción
candesartán, irbesartán o eprosartán con alimentos, nifedipino, glibenclamida, hidroclorotiazida,
warfarina, fluconazol, digoxina o anticonceptivos orales (McClellan y Balfour, 1998; McClellan
y Ooa, 1998; Brunner, 1997). Los antiinflamatorios no-esteroideos inhiben la acción
hemodinámica de los inhibidores de la ECA, pero se desconoce si algunos antagonistas de los
receptores ATí presentan también esta interaccion.
IV.9. Contraindicaciones.
Los antagonistas de los receptores ATí, como cualquier fármaco inhibidor del SRAA,
están contraindicados en mujeres embarazadas, ya que pueden producir prematuridad,
oligohidramnios (disminuyen la función renal fetal), hipoplasia pulmonar fetal, anormalidades
en la osificación craneofacial, retraso en el cierre del ductus arteriosus y anuria neonatal y
reducir el peso de la placenta y del feto. Se administrarán con precaución en pacientes con
historia previa de hipotensión, depleción de volumen secundaria a la administración de dosis
altas de diuréticos y, por el riesgo de producir insuficiencia renal reversible, en aquellos con
estenosis renal bilateral o con estenosis de la arteria renal con riñón único. Para evitar el riesgo
de hiperpotasemia no se asociarán a diuréticos ahorradores de K+, a suplementos de K~ o a
fármacos que liberan este catión (heparina).
IV.1O. Perspectivas futuras.
Los antagonistas de los receptores ATí inhiben de forma específica y selectiva las
acciones de la angiotensina II mediadas a través de la estimulación de los receptores ATí, sea
cual sea su vía de síntesis. Administrados una vez al día son efectivos en el control de la
hipertensión arterial, siendo su acción independiente de laedad, sexo o raza del paciente. Pueden
utilizarse en hipertensos con patología asociada (asma, enfermedad pulmonar obstructiva crónica,
diabetes, vasculopatías periféricas, hiperlipidemias), potenciándose su acción antihipertensiva
cuando se asocian con tiazidas. Todo ello, unido a su buena tolerancia, convierten a los
antagonistas de los receptores ATí en una importante alternativa de los inhibidores de la ECA,
particularmente en aquellos pacientes que no los toleran (tos) o en los que están contraindicados
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(historia de angioedema). Otro aspecto que deberá ser analizado es la posible utilidad de la
asociación de antagonistas de los receptores Ah con inhibidores de la ECA; este bloqueo
secuencial del SRAA permitirápotenciar sus efectos vasodilatadores y antitróficos de las cininas
y de las prostaglandinas. Estudios preliminares sugieren que esta asociación permite conseguir
un efecto hemodinámico aditivo (Hamroff y cols., 1996; Spinale y cols., 1996).
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Justificación del trabajo y objetivos
Los antagonistas de los receptores ATí de la angiotensina II han pasado en los últimos
años a ocupar un lugar cada vez más importante en el tratamiento de lahipertensión arterial y de
la insuficiencia cardíaca. Desde su introducción en terapéutica, se estimuló la investigación de
sus efectos sobre el aparato cardiovascularen general y el corazón en particular. Algunos de ellos
eran lógicamente atribuibles al antagonismo de los efectos de la angiotensina II que estaban
mediados a través de los receptores ATI, pero pronto comenzaron a surgir datos que indicaban
que también producían efectos farmacológicos no relacionados con su mecanismo de acción y
que contribuían al efecto terapéutico. El losartán estimula la liberación de prostaglandinas E2 e
12 desde el músculo liso vascular y desde astrocitos humanos, inhibe la vasoconstricción
inducida por la estimulación ct-adrenérgica, un efecto asociado a la liberación de óxido nítrico
y antagoniza las acciones vasoconstnctoras y presoras del análogo del tromboxano A2 U46624
en arterias pulmonares. En 1996 Thomas y cols. describieron que el losartán presentaba actividad
antiarritmica ventricular en modelos experimentales de isquemia-reperfusión coronaria en
cobayo (Thomas y cols., 1996). Sin embargo, hasta entonces no existía ningún estudio en el que
se evaluaran los efectos de estos fármacos sobre corrientes iónicas cardíacas. Un año más tarde,
el estudio multicéntrico ELITE demostró que en enfermos con insuficiencia cardíaca, el
tratamiento con losartán reducía la incidencia de muerte súbita (Pitt y cols., 1997) y reducía la
dispersión del intérvalo QTc del electrocardiograma más que el captopril (Brooksby y cols.,
1999). Puesto que el captopril es un inhibidor de la enzima de conversión de la angiotensina II,
este resultado permitía sospechar que el losartán ej ercía algún efecto cardíaco directo que no era
consecuencia de una inhibición de los efectos proarrítmicos de la angiotensina II. En concreto
la disminución de la dispersión del QTc sugería que disminuía/aumentaba la velocidad de la
repolarización del potencial de acción cardíaco humano.
Por todo ello, los objetivos que nos propusimos en la presente Tesis Doctoral eran:
1. Evaluar las acciones directas de cuatro fármacos antagonistas de los receptores Ah sobre
diversas corrientes de salida de K~ que participan en la repolarización cardíaca humana. Los
cuatro fármacos seleccionados, cuyas estructuras químicas se muestran en la Figura 24,
producían distinto tipo de antagonismo de los receptores Ahí. Elegimos el losartán (cabeza de
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serie de los antagonistas de los receptores ATí, con el cual se habían descrito los posibles efectos
antiarrítmicos) y el eprosartán que son antagonistas competitivos; al E-3 174 que es un
antagonista competitivo mixto y el candesartán que produce un tipo de antagonismo competitivo
reversible con una cinética extraordinariamente lenta denominado “bloqueo insuperable “. De
esta forma, si sus acciones sobre los canales de K~ cardíacos no eran directas, sino secundarias
al bloqueo de los receptores ATí, sus efectos sobre una corriente serían similares y estarían
relacionados con su potencia para bloquear los receptores. Por tanto, queríamos predecir sí se
trataba de un “efecto de clase” o sí sólo lo presentarían algunos de los fármacos del grupo.
2. Relacionar los posibles efectos sobre los canales cardíacos humanos con los que estos
fármacos ejercen sobre la repolarización cardíaca (efectos descritos sobre el intervalo QT del
ECO). Con ello, podríamos predecir las posibles acciones pro/antiarrítmicas para cada uno de
ellos.
Recientemente, hemos descrito que fármacos (loratadina, rupatadina, benzocaina) que
predominaban en su forma no cargada a pH fisiológico, producían efectos muy distintos sobre
los canales de K~ cardíacos a los de los fármacos básicos, que predominan en su forma catiónica.
Así, los fármacos neutros aumentaban a ciertas dosis la amplitud de las corrientes de K±,es decir,
que producían un doble efecto, “agonista-antagonista”. A este respecto, debemos recordar que
todos los antiarrítmicos del mercado, con excepción de la amiodarona, presentan carácterbásico.
Por ello, nuestro tercer objetivo eradeterminar las características del bloqueo producido por los
cuatro antagonistas de los receptores Ah, todos ellos ácidos débiles (pKa 5). Dado que hasta
la fechano había en la literatura datos acerca de los efectos de fármacos que predominan en su
+forma aniónica a pH fisiológico sobre las corrientes de K cardíacas, nuestro estudio nos
permitiría conocer si la presencia o ausencia de carga neta y la naturaleza de la misma es
determinante del tipo de bloqueo y de la aparición de los efectos “agonistas”.
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1. Registro de potenciales de acción cardíacos.
1.1. Procedimiento general de registro de potenciales de acción cardíacos.
Los PA cardíacos se registraron en músculos papilares procedentes de cobayos machos
de pesos comprendidos entre 250 y 300 g (Interfauna S.A., Barcelona). Los animales fueron
sacrificados mediante un golpe en la nuca y desangrados tras decapitación; inmediatamente
después se procedía a la extracción del corazón, a través de una incisión en el tórax. A
continuación, el corazón se colocaba en una placa Petrí que contenía solución Tyrode
previamente burbujeada con mezcla carbógena (95% O=/5%CO2), disecándose los músculos
papilares del ventrículo derecho, obteniendose 2 ó 3 de cada corazón. Los músculos papilares
(entre 1 y 2 cm de longitud) se colocaban en una cámara de Lucita de 5 ml de capacidad y se
fijaban, mediante alfileres entomológicos de acero inoxidable, sobre una superficie de Sylgard
(Dow-Corning, USA). La preparación se perfundía de forma continua a una velocidad








ajustándose el pH a 7.4 con NaOH.
En otro grupo de experimentos, se estudiaron los efectos del losartán y del E-3 174 sobre
los PA registrados en músculos papilares de cobayo perfundidos con la misma solución nutricia
a la que se habían adicionado 30 gM de LaCl3 para bloquear la corriente ‘Kr (Delpón et al.,
1995). Las soluciones se mantenían a una temperatura constante de 34W ±0.5W durante todo
el experimento. La temperatura se controlaba mediante una punta termosensible (YSI, USA)
situada en el interior de la cámara de Lucita y conectada a un lector de temperatura. La
preparación se estimulaba eléctricamente mediante un electrodo bipolar de platino, colocado
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sobre la superficie de la preparación, que se conectaba a un estimuladorprogramable (CS-220,
Cibertec), a través del cual se enviaban estímulos básicos (Si) (Tamargo, 1980). La señal del
estimulador se filtraba mediante una caja de aislamiento (mod. PC-1, WPI) con el fin de
minimizar el artefacto de estimulación. Los estímulos S~ eran pulsos rectangulares de 1 a 2 ms
de duración, con una intensidad un 20% superior al potencial umbral y que se aplicaban a la
frecuencia de 1 Hz.
1.2. Técnicas de registro y diseflo experimental.
hras un periodo de estabilización de 1 hora se procedía al registro de los PA
intracelulares, utilizando para ello microelectrodos de vidrio rellenos con una solución de KCí
3 M y con una resistencia de punta comprendida entre 8 y 15 MO (Tamargo y cols., 1979;
Rodríguez y Tamargo, 1980; Valenzuela y cols., 1988; Delpón y cols., 1991b, 1993; Tamargo
y cols., 1995b; Pérez y cols., 1997). Los microelectrodos se conectaban mediante electrodos de
Ag-AgCl a amplificadores WPI (modelo 701). La señal de salidase conectaba a un osciloscopio
de memoria HAIvIEG HM 205.3, lo que permitía el análisis de los siguientes parámetros:
potencial de reposo (PR, mv), amplitud (APA, mV) y duración del potencial de acción
ventricular medido al 50% y al 90 % de repolarización (DPA50 y DPA90, ms).
Tras obtener los valores control de los parámetros estudiados, las preparaciones se
perfundían durante unos 30 minutos con la dosis del fármaco objeto de estudio. Transcurrido ese
tiempo, se analizaban los cambios producidos por el fármaco sobre los distintos parámetros
estudiados. Finalizada laperfusión del fármaco, se procedía a lavar la preparación durante 60-90
minutos con solución sin fármaco, observándose si durante este tiempo se revertían sus efectos.
II. Técnica de fijación de voltaje en parches de membrana (patch-clamp).
En la década de los 80 empezó a desarrollarse una nueva técnica para el estudio de
comentes iónicas en células aisladas. Esta técnica, denominada técnica de fijación de voltaje en
parches de membrana o “patch-clamp’ (Hamilí y cols., 1981), permite mantener de forma
estable el potencial de toda la membrana en una célula aislada, o únicamente en una pequeña
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porción de la misma y registrar la corriente generada por el/los canal/es voltaje-dependiente/s
presente/s en la membrana tras aplicar un pulso hiperpolarizante o despolarizante. Esta técnica
presenta 4 configuraciones distintas (Figura 25):
1. Configuración de parche sobre célula entera (on-cellpatch).
2. Configuración de célula entera (whole-cell).
3. Configuración de parche interior-fuera (inside-outpatch).













Figura 25. Esquema de las cuatro configuraciones posibles





La técnica del parche de membrana se basa en la formación de un sello de alta resistencia
entre la luz de una micropipeta de vidrio y la membrana de una célula aislada. Para ello, como
se muestra en la Figura 25, la micropipeta se rellena de una solución (solución interna), cuya
composición varía dependiendo de la corriente que vaya a estudiarse y que, además de iones
inorgánicos, puede contener mediadores celulares como el ATP o el GTP. A través de esta
micropipeta se inyecta la corriente necesaria para fijar el potencial de membrana y aplicar pulsos
hiperpolarizantes o despolarizantes y a la vez se registran las corrientes iónicas.
Una vez que se ha puesto en contacto la pipeta con la superficie de la membrana y tras
aplicar una pequeña succión, la porción de membrana incluida en la luz de la pipeta se invagina,
formándose un sello de alta resistencia. Esta es la configuración de parche sobre célula entera
(on-cellpatch). Esta configuración permite el registro de la corriente unitaria o microscópica (i),
que es la generada por la activación de un único canal presente en el parche de membrana.
A partir de la configuración de parche sobre célula entera y aplicando de nuevo una ligera
succión podemos romper la membrana invaginada en la luz de la pipeta y conseguir la
configuración de célula entera (whole-cell). Tras la ruptura del parche de membrana, la solución
interna de lapipeta entra en contacto con el medio intracelular y al ser mucho mayor el volumen
de la solución interna contenido en la pipeta que el citoplasmático se produce un recambio casi
inmediato de la composición del medio interno, es decir, se produce una diálisis intracelular.
En estas condiciones podemos fijar el potencial de membrana al valor deseado y tras la
aplicación de los protocolos experimentales adecuados, registrar la corriente iónica resultante de
la actividad de todos los canales presentes en la membrana (corriente macroscópica o 1). Esta
configuración permite, además, controlar y modificar a voluntad tanto el medio intracelular como
el extracelular; sin embargo, también se diluyen los mediadores celulares responsables de la
regulación fisiológica de los canales iónicos. Para minimizar este problema, añadíamos a la
solución interna ATP y otros mediadores celulares que en condiciones fisiológicas mantienen
la función de los canales iónicos. Esta configuración fUe la utilizada en esta Tesis Doctoralpara
el registro de la corriente hKvl .5 en células Ltk (fibroblastos de ratón carentes de timina cinasa.
Sanford y cols., 1948), así como para el registro de las corrientes HERG y Kv4.3 en células CHO
(Chinese Hamster Ovary).
A partir de la configuración de parche sobre célula entera podemos dejar incluido en la
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luz de la pipeta sólo un parche de membrana, que queda aislado del resto de la célula con la
superficie citosólica expuesta al medio exterior, mientras que la cara externa de la membrana
queda en contacto con la solución interna. Esta es la configuración de parche interior-fuera
(inside-outpatch). La situación contraria sería la configuración de parche exterior-friera (outside-
outpatch). Estas dos configuraciones permiten el registro de la corrientemicroscópica o unitaria.
11.1. Configuración de parche de membrana perforado con nistatina.
La configuración de célula entera del parche de membrana es la más empleada para el
registro de corrientes iónicas macroscópicas. Sin embargo, ya mencionamos que una de sus
limitaciones es que los componentes intracelulares se diluyen en el contenido de la micropipeta
al romper el sello de alta resistencia. Algunas corrientes iónicas de Ca2~o de K~ pueden verse
afectadas por este fenómeno, produciéndose una disminución de su amplitud con el paso del
tiempo, proceso al que se denomina “rundown”. Para minimizar este problema puede utilizarse
la configuración del parche de membrana perforado con nistatina (Horn y Marty, 1988; Sala y
cols., 1991, Delpón y cols., 1995). En este caso, se añade nistatina, un antibiótico poliénico, a
la solución interna, observándose como una vez hecho el sello de alta resistencia, la nistatina va
formando pequeños poros en la membrana de la célula que permiten el paso de iones
monovalentes a su través (Figura 26). De esta forma, la resistencia de acceso va disminuyendo
paulatinamente, mientras que la amplitud de la corriente registrada va aumentando, hasta que
ambos parámetros alcanzan valores estables al cabo de unos 30 minutos. Este es el momento en
e] que empezamos a registrar la corriente objeto de estudio.
En la Figura 27, tomada de Sala y cols. (1991), se muestra cómo desde el momento en
que se hace el sello (t = 0) en células I~ pancreáticas, la resistencia de acceso va disminuyendo
hasta que alcanza un valor estable (z 20 MO) al cabo de unos 30 minutos. Simultáneamente, la
amplitud de la corriente de salidade K~ registrada va aumentando hasta alcanzar, al cabo de unos
20 minutos, un valor de aproximadamente 1.6 nA. En nuestras condiciones experimentales, esta
configuración del parche perforado con nistatina nos permite fijar el potencial de membrana y
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Figura 26. Representación esquemática de la configuración de parche perforado con
nistatina de la técnica de patch-clamp.
registrar la corriente sin que su amplitud cambie de forma significativa durante unos 70 minutos.
Por tanto, esta fUe la configuración utilizada para el registro de las corrientes ‘K e ‘Ks en
miocítos ventriculares de cobayo y de la corriente KvLQT1 + minK en células CRO.
Técnica_de iiatch-claniv”






Figura 27. Representación gráfica de la amplitud máxima de la corriente de K obtenida
a +70 mV (e) y de la resistencia de acceso (o) frente al tiempo transcurrido desde la
formación del sello. Tomada de Sala y cois (1991).
11.2. Registro de la corriente bKvl.5.
11.2.1. Transfección y cultivo celular.
El fragmento SphI-EcoRV del gen HK2 (pares de bases 161-2059), que codifica la
expresión de los canales hKvl .5 humanos, se fijaba con Klenow y se subclonaba en el sitio
EcoRV del vector pMSVNeo (Snyders y cols., 1993), Este vector contenía un promotor viral de
un tumor mamano munno (MMTV) inducible por dexametasona, que controla la transcripción
del ADNC insertado en el sitio “polylinker” y, además, un gen que le confería resistencia a la
neomicina dirigido por el promotor SV4O (Figura 28) (Tamkun y cols., 1991; Snyders y cols.,
1993). El vector fue transfectado de forma estable en fibroblastos de ratón (células Ltk)
utilizando el método de precipitación con fosfato de calcio (Takeyasu y cols., 1987). Después














500 t - 100
250— 50
o •0





durante 2 semanas en presencia de 0.5 mg/ml de G418 (un análogo de neomicina) hasta que se
formaban pequeños focos de crecimiento. A continuación, los focos se aislaban individualmente
y se mantenían en presencia de G418, analizándose la expresión del ARNm de los canales hKvI.5
utilizando la técnica del Northern blot (Tamkun y cols., 1991). Posteriormente, las células
transfectadas se mantenian en medio Eagle modificado de Dulbecco suplementado con suero de
caballo al 10% y 0.25 mg/ml de G418 (que eliminará aquellas células que no hayan expresado
el vector y que, por tanto, no son resistentes al antibiótico) en una atmósfera de CO2 al 5%.
Los cultivos eran tratados con tripsina cada 4-5 días. El día anterior al de la realización
de los experimentos, las células se incubaban durante 24 horas con dexametasona (2 jiM) para
inducir la expresión del canal hKvl .5. Tras este tiempo, las células se separaban de las placas
mecánicamente utilizando un rascador de goma, procedimiento mediante el cual la mayoría de
las células permanecía intacta. A continuación, la suspensión de las células se mantenía a
temperatura ambiente (23-25W) durante 12 horas, tiempo durante el cual se realizaban los
experimentos.
Figura 28. Representación esquemática del
vector pMSNeo que contiene: el gen que
codifica la expresión de los canales hKvl .5
(HK2), un gen promotor del mismo (MMIV)
inducible pordexametasona (dexa), un gen que






11.3. Registro de las corrientes HERG, KvLQTJ + minK y Kv4.3.
11.3.1. Transfección y cultivo celular.
Los genes HERG, KvLQT1, minK y Kv4.3 fueron proporcionadospor los Dres. Keating
y Sanguinetti de la Universidad de Utah (USA) y McKinnon de la Universidad de Nueva York
(USA), respectivamente, quienes los habían donado e identificado electrofisiológicamente
(Sanguinetti y cols., 1995; 1996b; Dixon y cols., 1996).
Las células CHO eran cultivadas en medio Hams-F12 (GIBCO) enriquecido con suero
fetal bovino al 10%, y transfectadas de forma transitoria con el ADNC que codifica el canal
HERG, insertado en el vector pBKCMV (4 ~g4il), con el ADNC que codifica los canales
KvLQTI + minK insertados en el vector pCEP4 (1 ~±g/}xíde cada uno) o con el ADNC que
codifica los canales Kv4.3 insertado en el vector pBKCMV (3 kg/p1) y con el antígeno CD-8
insertado en el vector EBO-pcD leu 2 (0.5 ~g/gl) utilizando lipofectamina (GIBCO) (0.008
gg4il) (Sanguinetti y cols., 1995; 1996b; Johnson y cols., 1999). Las células se incubaban
durante 6 horas con el ADNC y la lipofectamina en medio sin suero y sin antibiótico.
Transcurrido este tiempo, el medio Hams-F12 se cambiaba por otro que contenía suero fetal
bovino al 10% y antibióticos [penicilina (800 UL) y estreptomicina (200 >.tg/ml)] y las células se
mantenían en una atmósfera de CO
2 al 5% (37W) durante 48 horas. Antes de iniciar los
experimentos, las células eran incubadas con esferas de poliestireno unidas a un anticuerpo frente
al antígeno de linfocitos humanos CD-8 (Dynabeads M450, Dynal). En estas condiciones, las
esferas se unían sólo a aquellas células que habíanexpresado el antígeno, que a su vez eran las
que, generalmente, también expresaban el canal trasfectado. Después, las células eran recogidas
de la placa utilizando rascadores de goma y tras dejar reposar la suspensión de células durante
una hora a temperatura ambiente (22W), se comenzaban los experimentos.
11.4. Soluciones empleadas para el registro de las corrientes hKvl.5, HERG,
KvLQTl+minK y Kv4.3.









ajustándose el pH a 7.4 con NaOH.








ajustándose el pH a 7.2 con KOH.
En los experimentos en los que se registró la corriente hKvl .5 cuando se había
disminuido la [Kt~ al 25 %, el Aspartato-K se sustituyó de forma equimolar por TrisCí.
Para registrar la corriente KvLQT1 + miniK, antes de iniciar los experimentos se añadía
a la solución interna la nistatina, disuelta en metanol y HCl iN, obteniendo una concentración
final máxima de 100 j.ig/ml, ya que en experimentos preliminares pudimos demostrar que a
concentraciones superiores producía una acción tóxica en esta línea celular.
11.5. Registro de la corriente ‘K•
11.5.1. Disociación enzimática de miocitos ventriculares de cobayo.
Los miocitos ventriculares se obtenían a partir de cobayos machos de pesos
comprendidos entre 250 y 300 g. Los animales fueron sacrificados mediante un golpe en la nuca
y desangrados tras decapitación. Inmediatamente se procedía a la extracción del corazón, a través
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de una incisión en el tórax. Los corazones se montaban a través de la aorta en la cánula de un
sistema de perfusión (Langerdorff) y se perfundia durante 2 minutos con una solución Tyrode
modificada que contenía 1.8 mM de CaCl2. La perfusión era oxigenada (95% 02/5% CO2) y
mantenida a 37
0C. A continuación, se perfundía durante 10-15 minutos con una solución Tyrode
sin Ca2~, y durante otros 4 minutos con la misma solución a la que se habían adicionado 0.12
mg/ml de colagenasa (Sigma type Ja, Sigma Chemical Co.) y 0.03 mg/ml de proteasa (Sigma
type XIV, Sigma Chemical Co.). Posteriormente, se perfundía el corazón con una solución que
contenía una alta concentración de K~ y baja de Ci (solución “Krafibrñhe” o KB. Isenberg y
Kldckner, 1982) durante otros 4 minutos. A continuación, se desprendía el corazón de la cánula
y se disecaban los ventrículos cortándolos en trozos pequeños. Estos se llevaban a una placa con
solución KB donde se agitaban para facilitar la dispersión de las células. La suspensión de células
resultante se mantenía en solución KB durante 1 ó 2 horas antes de empezar los experimentos.










ajustándose el pH a 7.4 con NaOH.













ajustándose el pH a 7.4 con KOH.
Para el registro de la corriente ‘K se perfundieron los miocitos ventriculares con una









ajustándose el pH a 7.4 con NaOH.








ajustándose el pH a 7.2 con KOH.
Antes de iniciar estos experimentos se añadía la nistatina a la solución interna,
alcanzándose en la micropipeta la concentración de 300 gg/ml. Además, se adicionaba a la
solución externa tetrodotoxina (0.03 mM) y Co
2~(2 mM) para inhibir las corrientes de entrada
de Na~ (‘Na) y de Ca2~ (‘CaL), respectivamente.
En estas condiciones experimentales y aplicando los protocolos correspondientes, se
registró la comente ‘K en situación control y en presencia de losartán ó de E-3 174. En miocitos
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ventriculares de cobayo esta corriente es el resultado de la activación de dos componentes, ‘Kr
e ‘Ks (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990a), pero la ‘Kr presenta una amplitud muy pequeña, por lo
que es muy dificil estudiarla de forma independiente en estas condiciones. Por tanto, parapoder
analizarla utilizábamos un protocolo de estimulación en el que aplicábamos un pulso
despolarizante hasta +50 mV que activaba la corriente de salida 1K; a continuación, se
repolarizaba hasta O mV durante 10 s, de tal forma que se deactivaba completamente la ‘Ks
permaneciendo activada la ‘K¡-~ Al cabo de este tiempo, hiperpolarizábamos la membrana hasta
-50 mV, lo que nos permitía registrar una corriente de cierre de gran amplitud, que era debida
únicamente a la deactivación de la ‘Kv Cuando estudiábamos los efectos de losartán y E-3174
sobre la comente ‘Ks’ se añadía a la solución externa La3~ (LaCl
3 30 1iM), un bloqueante selectivo
de ‘Kr (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990b; Delpón y cols., 1995).
11.6. Técnicas de registro
Para registrar las corrientes de 10, colocábamos una alícuota de la suspensión de las
células objeto de estudio en una cámara de 0.5 mi, montada sobre la platina de un microscopio
invertido (mod. TMS, Nikon). Tras esperar a que las células se asentaran sobre el fondo de la
cámara, se perfundían con la solución externa a una velocidad aproximada de 1 mí/mm.
Las micropipetas de registro fueron elaboradas a partir de capilares de borosilicato (mod.
GD-1, Narishige) utilizando un estirador horizontal programable (mod. P-87 Brown Flamming,
Sutter Instruments Co.). Posteriormente, se pulía su bocamediante calor en unamicroforja (mod.
MF-83, Narishige). La resistencia de punta de las pipetas, rellenas con solución interna y en
contacto con la solución externa, fue de 2.5 + 0.5 MO (n = 55). Las micropipetas se acercaban
utilizando un micromanipulador Narishige MO-103 a la superficie de la célula, aplicándose
posteriormente una succión para formar un sello de alta resistencia (16 + 9 GO). Después de la
formación del sello, las células se levantaban de la superficie de la cámara y la porción de
membrana (parche) incluida en el interior de la pipeta se rompía, succionando de nuevo
(configuración de célula entera) o bien, se esperaba a que la nistatina permitiese el acceso
eléctrico (configuración del parche perforado con nistatina).
Los artefactos de corriente capacitativa generados tras la aplicación de pulsos simétricos
108
Materialy métodos
de 10 mV de amplitud, se registraron aSO KHz (filtrados a 10KHz) para el cálculo posterior de
la capacitancia, la resistencia de acceso y la impedancia de entrada de la célula (Figura 29). La
capacitancia y las resistencias en serie fueron compensadas en todos los experimentos, utilizando
la unidad de compensación de las resistencias en serie del amplificador Axopatch-1D
alcanzándose un valor aproximado de compensación del 80% de la resistencia de acceso efectiva
(RJ. El valor de ésta fue calculado a partir del cociente entre la constante de tiempo del artefacto
capacitativo sin compensar (tJ y la capacitancia de la célula (Cm), obtenida al integrar el
artefacto capacitativo. En el caso de las células Ltk, el valor de la Raresultó ser de 6.6 ±1.3 MO
(n = 29) y las corrientes hKvl .5 registradas alcanzaron una amplitud máxima a +60 mV de 1.3
+ 0.1 nA (n = 29). Por lo tanto, con los electrodos utilizados, el error de voltaje debido a las
resistencias en serie no resultó ser significativo (<5 mV), lo que fue confirmado al calcular la
resistenciade acceso sin compensar, que resultó ser de 3.3 + 0.5 MO (n = 29). Además, la baja
capacitancia de las células (10.2±0,8pF) permitía una rápida fijación del voltaje (Figura 29A).
En las células CRO, la Cm resultó ser de 10.5 ±0.84 pF y la Ra de 4.7±0.23 MO (n =
26). Las corrientes HERG, KvLQTI + miniK y Kv4,3 registradas tenían una amplitud máxima
de 0.16±0.04nA (n = 9), 2.3±0.3 nA (n 17) y 2.9±0.6 nA (n = 14), respectivamente, por
lo que el error de voltaje debido a las resistencias en serie tampoco fue significativo en ninguno
de los tres casos (< 5 mV) (Figura 29B).
En los miocitos ventriculares de cobayo, los valores de la R~y de la Cm fueron 13.4±0.8
MO y 63.2 ±2.0 pF (n = 8), respectivamente, y la amplitud máxima de las corrientes registradas
fue siempre menor de 1 nA (0.28 ±0.03 nA, n = 23), por lo que el error de voltaje tampoco
resultó significativo (<2.7 mV) (Figura 29C).
Para el registro de las corrientes seutilizó un amplificador de patch-clamp (Axopatch-1D,
Axon Instruments). Las corrientes se filtraron a la mitad de la frecuencia de muestreo, con un
filtro Bessel de 4 poíos, y se almacenaron en el disco duro de un OrdenadorHP Vectra VL Serie
3 para su posterior análisis. Durante los experimentos, el potencial de membrana y las corrientes
iónicas eran registrados de forma continua en la pantalla de un osciloscopio digital (mod. 5020
A, Kikusui Electronics Co.). Los pulsos fueron generados por un convertidor analógico-digital
de 12 bits. La adquisición de los datos, el análisis de los mismos y la génesis de los protocolos





















Figura 29. Propiedades pasivas de la membrana. Se muestran los
artefactos capacitativos registrados al aplicar un pulso de lO mV de
amplitud en una célula LtI,< (panel A) o CHO (panel B) y en un miocito





11.7. Protocolos experimentales y análisis de los resultados.
11.7.1. hKvl.5.
Tras obtener los registros de corriente en situación control, se iniciaba la perfusión de las
células con el fármaco objeto de estudio. La perfusión del fármaco y el lavado del mismo fueron
analizados mediante la aplicación de pulsos de 250 ms desde -80 hasta +60 mV, aplicados cada
30s.
El potencial de membrana se fijó a -80 mV (potencial de fijación o “holding potential”).
Los diferentes protocolos experimentales se aplicaron a una frecuencia de 0.1 Hz para evitar un
acúmulo de bloqueo o una deactivación incompleta de la corriente (Snyders y cols., 1993; Delpón
y cols., 1999a). El protocolo utilizado para obtener la relación corriente-voltaje (I-V) y la curva
de activación de la corriente, consistió en la aplicación de pulsos de 500 ms de duración desde
-80 hasta +60 mV en incrementos de 10 mV seguidos de la repolarización del potencial de
membrana durante otros 500 ms a -40 mV, lo que nos permitía registrar las corrientes de cierre
(“tau currents”). Las relaciones I-V en estado estable se obtuvieron representando la amplitud
de la corriente al final de los pulsos de 500 ms frente al potencial de membrana del pulso. Entre
-80 y -40 mV sólo se observó corriente lineal inespecífica (“leak”). La corrección de la misma
se realizó utilizando un método de mínimos cuadrados con un programa de análisis propio de
nuestro laboratorio (Delpón y cols., 1999a). Las curvas de activación se obtuvieron al representar
la amplitud del pico de la corrientede cierre frente a cada valorde potencial de membrana previo.
Las curvas de activación en ausencia de fármaco se ajustaron mediante una ecuación de
Boltzmann (Valenzuela y cols., 1995; Delpón y cols., 1999a):
yA/{l +exp[(Eh-Em)/k] (1)
donde A representa la amplitud, Eh el voltaje al cual el 50% de los canales están activados, Em
el potencial de membrana y k el valor inverso de la pendiente de la curva de activación.
En algunos casos para el ajuste de las curvas de activación fUe necesaria una función de
Boltzmann con 2 componentes (Delpón y cols., 1999a):
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y = A1/{ 1 + exp[(EhI-Em)/kl]1 + A2/{ 1 + exp[(EhZ-E~)/k2]}. (2)
La activación de la corriente hKvl.5 es un proceso sigmoidal, lo que sugiere que el canal
transita por diferentes estados cenados antes de abrirse. Sin embargo, con el propósito de
describir la constante de tiempo dominante del proceso y los efectos de los fármacos sobre ella,
en la presente Tesis Doctoral hemos utilizado un análisis exponencial para ajustar tanto el
proceso de activación como el de deactivación. La constante de tiempo de la inactivación se
calculó al realizar el ajuste monoexponencial de la caída de la corriente durante la aplicación de
pulsos de 500 ms a +60 mV. Para estudiar la cinética de aparición del bloqueo frecuencia-
dependiente, se midió la amplitud del pico de la corriente obtenida y se representó frente al
número de pulsos del tren. En todos estos casos, los datos experimentales obtenidos fueron
ajustados a una función exponencial (Delpón y cols., 1999a). La ecuación utilizada para ello fue:
y = C + A1exp(-t/t,~) + A2exp(-t/t2x) + ... + A~exp(-t/-r,x) (3)
donde z1,t2,t~ son las constantes de tiempo del sistema, A1, A2, A~ son las amplitudes de cada
componente de la exponencial y C es el valor basal. El procedimiento de ajuste utilizó un
algoritmo no lineal de mínimos cuadrados (Gauss-Newton) y los resultados fueron obtenidos en
formato lineal y semilogai-ítmico junto con la gráfica de las diferencias frente al ajuste. La bondad
del ajuste fue juzgada por el criterio ~2 eliminándose aquellos ajustes en los que aparecían
desviaciones sistemáticas no aleatorizadas.
La fracción de bloqueo vino dada por la ecuación:
f l<~ ‘FÁRMACO11CONTROL (4)
Para el cálculo de la DE
50, o concentración de fármaco que produce el 50% del efecto





donde f representa la fracción del bloqueo producido por el fármaco objeto de estudio, [D] la
concentración de fármaco utilizada, y la DE50 la concentración de fármaco que produce el 50%
del efecto máximo.
Para determinar el grado de bloqueo frecuencia-dependiente producido, se aplicaron
trenes de pulsos de 200 ms de duración desde el potencial de fijación (-80 mv) hasta +10 ó +60
mV, a la frecuencia de 1 ó 2 Hz, en ausencia y en presencia de cada uno de los fármacos. Para
obtener los valores de bloqueo tónico (porcentaje de disminución de la corriente que produce el
fármaco tras el primer pulso del tren) y del bloqueo frecuencia-dependiente (porcentaje de
disminución de la corriente tras la aplicación del tren de pulsos) se calculé el cociente entre la
amplitud del pico de la corriente obtenida tras el primer y último pulso del tren, respectivamente,
en ausencia y en presencia de cada uno de los fármacos:
% Bloqueo tónico = [1-(lFÁP~Aco(lC
t pulso)/ ICONTROL(ler pulso))] x 100 (6)
% Bloqueo frecuencia-dependiente = [1-(IpÁ~Áco(l60PUISO)/IcoNTRoL(l60 pulso))] x 100 (7)
La dependencia de voltaje del bloqueo fue analizada representando el valor de corriente
relativa (JEÁRMACO/ICONTROL) frente al potencial de membrana. La dependencia de voltaje del
bloqueo fue ajustada a la ecuación (Woodhull, 1973):
f [D]/{[D] + K¿ x exp(-z5FE/RT)} (8)
donde z representa la valencia del ión, F es la constante de Faraday, R es la constante universal
de los gases, T la temperatura absoluta, 3 la fracción de distancia eléctrica, es decir, la fracción
del campo eléctrico transmembrana que atraviesauna molécula cargada del fármaco para alcanzar




11.7.2. HERG y KvLQT1 + minK.
En estegrupo de experimentos los efectos producidos porla perfusión del fármaco, fueron
analizados tras la aplicación de pulsos despolarizantes de 2 sde duración desde -80 hasta +60 mV
(KvLQTl + miniK) ó de 5 s de duración desde -80 a +30 mV (HERG), a intervalos de 60 s. Las
relaciones corriente-voltaje (I-V) y las curvas de activación se obtuvieron aplicando, cada60 s,
pulsos de 2 ó 5 s de duración desde -80 hasta +60 mV en incrementos de 10 mV y, repolarizando
a continuación la membrana hasta -40 mv (KvLQT 1 +minK) ó -60 mV (HERG) para registrar
las corrientes de cierre. Para analizar la dependencia de voltaje de la activación de los canales
HERG y KvLQTI+minK, las curvas de activación se ajustaron a una función de Boltzmann, lo
que nos permitió calcularlos valores de Eb y de k de la curva de activación. El análisis del curso
temporal de la activación y la deactivación de los canales HERG y KvLQT1+minK se realizó
ajustando los trazos de corriente a una función monoexponencial o biexponencial (ecuación 3),
según el caso, obteniéndose así las correspondientes constantes de tiempo. Asimismo, se obtuvo
el cociente entre la corriente KvLQTl+minK sensible al candesartán y la corriente en situación
control ([(Ic-icANn)/ic])~ registradas ambas a +60 mV; el ajuste de estos datos a una función
monoexponencial (ecuación 3) nos permitió calcular la constante de tiempo de aparición del
bloqueo de los canales KvLQT1+miniK. Los valores de DE50 para cada uno de los fármacos
estudiados sobre las corrientes HERG y KvLQTl+minK se obtuvieron utilizando la ecuación
descrita para la corriente hKvl.5 (ecuación 5).
11.7.3. Kv4.3.
Para analizar los efectos producidos por la perfusión del fármaco, aplicábamos pulsos
despolarizantes de 250 ms de duracióndesde -80 hasta +50 mV a intervalos de 30 s. Las curvas
1-y y las curvas de inactivación se obtuvieron aplicando un primer pulso de 250 ms desde -80
hasta potenciales comprendidos entre -90 y +50 mV, seguido de un segundo pulso de 250 ms a
+40 mV. Las curvas de inactivación se obtuvieron representando la amplitud del pico de la
corriente registrada al aplicar el segundo pulso a +40 mV frente al nivel de potencial de
membrana del pulso previo. Su ajuste a una función de lBoltzmann nos permitió obtener los
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valores de Eh (potencial de membrana al cual el 50% de los canales estaban inactivados) y k
(valor inverso de la pendiente de la curva). La cinética de la activación e inactivación de la
corriente se ajustó a una función mono o biexponencial, respectivamente, obteniéndose las
correspondientes constantes de tiempo. Al igual que en los casos anteriores, para obtener la DE50
para el candesartán y eprosartán se utilizó la ecuación 5.
11.7.4. ‘K e
Los efectos producidos durante la perfusión del fármaco fueron analizados aplicando
pulsos de 5 s de duración desde -40 hasta +30 mV. Las relaciones I-V y las curvas de activación
fueron obtenidas al aplicar pulsos de 5 s desde -40 hasta +70 mV, en incrementos de 10 mV,
repolarizando durante otros 5 s hasta -30 mV para registrar las corrientes de cierre. El intervalo
de tiempo entre pulsos sucesivos fue de 30 s para evitar la activación residual de la corriente. Las
curvas de activación fueron ajustadas a una función de Boltzmann para obtener los valores de Eh
y k. Por su parte, los efectos tiempo-dependientes fueron analizados midiendo la amplitud de las
corrientes de cierre de la ‘Ks’ registradas tras al aplicar pulsos de duración variable (entre 0.1 y
10 s) desde -40 hasta +30 mV. La relación entre la amplitud de las corrientes de cierre ‘Ks y la
duración del pulso fue ajustada a una función monoexponencial, obteniéndose una constante de
tiempo que representa la constante de tiempo de activación de los canales Ks. Para el análisis del
curso temporal de las corrientes de cierre de la ‘K e ‘Ks’ se ajustaron los trazos de corriente a una
función biexponencial, obteniendo 2 constantes de tiempo, t. y ‘u.
El cálculo del cociente entre las corrientes ‘K e ‘Ks sensibles al losartán y las corrientes
en situación control ([(Ic-ILos)/Ic]), registradas a +50 mV, y su posterior ajuste a una función
monoexponencial (ecuación 3), proporcionó una constante de tiempo que representa la constante
de tiempo de aparición del bloqueo.
11.8. Análisis estadístico de los resultados.
En cada serie homogénea de experimentos se calculó la media, la desviación estándar y
el error estándar de la media (FSM) (Domenech, 1982). Los datos que aparecen en las distintas
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tablas y representaciones gráficas de esta Tesis Doctoral se expresan como media ±error estándar
de la media para un determinado número (n) de experimentos.
Para comparar los valores controles con los obtenidos tras la perfusión con cada uno de
los fármacos ensayados, se utilizó laprueba de comparación de resultados pareados mediante la
t de Student. Para comparar el bloqueo inducido por los cuatro fármacos utilizados se empleó un
análisis de varianza (ANOVA) de una vía, seguido de un test de Newman-Keuls (Tallarida y
Murray, 1987). Se consideraron significativas aquellas diferencias para las que P resultó ser
menor de 0.05. En el apartado de “Resultados” se ofrece más información sobre el análisis
estadístico realizado.
11.9. Fármacos.
Tanto el losartán como el E-3 174 fueron sintetizados y proporcionadospor el laboratorio
MERCK SHARP & DOHME (España). El candesartán (CV-l 1794) fue sintetizado y
proporcionado por el laboratorio ASTRA (MaS-ide, Suecia). Y finalmente, el eprosartán fue
sintetizado y proporcionado porel laboratorio SMITHKLINE BEECHAM (España). Todos los
fármacos fueron proporcionados en forma de polvo. El losartán y el E-3 174 se disolvieron en
metanol, mientras que el candesartán y el eprosartán se disolvieron en dimetilsulfóxido. En
experimentos preliminares se comprobó que las concentraciones finales de metanol y
dimetilsulfóxido no modificaban la amplitud de ninguna de las corrientes analizadas.
Diariamente, se preparaba una solución de fármaco a la concentración de 102 M, que se diluía
en solución externa hasta obtener la concentración de fármaco deseada. En todos los casos, la
dosis empleada (1 1xM para el losartán, E-3 174 y eprosartán y 0.1 gM para el candesartán) estaba
dentro del rango de concentraciones plasmáticas terapéuticas obtenidas tras la administración de
estos fármacos en pacientes hipertensos o con insuficiencia cardíaca congestiva (Johnston, 1995;






1. Características electrofisiológicas de la corriente bKvl.5.
Las Figuras 30 y 31 muestran las principales características cinéticas y voltaje-
dependientes de la corriente hKvl .5, registrada en ausencia de fármacos, que coinciden con las
descritas originalmente para esta corriente iónica (Snyders y cols., 1993, Delpón y cols., 1999a).
En el panel A de la Figura 30 se muestra una familia de trazos de corriente obtenidos en una
célula Ltk que expresa de forma estable el gen que codificapara el canal hKvl .5, con el que ha
sido transfectada. Los registros fueron obtenidos tras aplicar pulsos de 500 ms desde un potencial
de fijación de -80 mV hasta +60 mV en incrementos de -20 mV. La corriente bKvl .5 se activa
siguiendo un proceso sigmoidal, que presenta una cinética muy rápida y que es voltaje-
dependiente, alcanza un máximo y, posteriormente, se inactiva de forma lenta y parcial durante
elpulso despolarizante. Para analizar la cinética del proceso de activación de la corriente hKvl.5,
ajustamos los trazos de corriente desde el final del tramo sigmoidal hasta el pico máximo de la
comente (detalle de la Figura 30B) a una función monoexponencial (ecuación 3 del Material y
métodos), lo que nos permitió obtener una constante de tiempo de activación, que resultó ser 1.7
+ 0.2 ms a +60 mV y 27.43 ±1.9 msa-lO mV (n = 29). En el panel B de la Figura 30 están
representadas las constantes de tiempo de activación en función del potencial del pulso; como
puede observarse, la constante de tiempo de activación de la corriente hKvl.5 disminuye
rápidamente cuanto más positivo es el pulso aplicado. Al repolarizar la membrana a -40 mV
durante otros 500 ms se registraron las denominadas corrientes de cierre. Mediante el ajuste de
los trazos de las corrientes de cierre a una función monoexponencial (ecuación 3), obtuvimos una
constante de tiempo de deactivación dc 51.3 ±2.8ms (n = 35) (panel C de la Figura 30).
En la Figura 31 se muestran trazos de corriente hKvl .5 registrados en una célula al
aplicar pulsos de 500 ms (panel A) o 5 s (panel B) de duración, desde -80 hasta ±60mV. Cuando
se aplicaron pulsos de 500 ms, el porcentaje de inactivación alcanzó el 29.3 + 1.5 % (n 29). En
este caso se ajustó la inactivación de la corriente a una función monoexponencial (ecuación 3),
obteniendo una constante de tiempo de 171.4 + 11.8 ms. Cuando los pulsos aplicados eran de
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Figura 30. Corriente hKvl .5. A. Trazos de corriente bKvl .5 obtenidos
al aplicar pulsos de 500 ms desde -80 hasta +60 mV en incrementos de
20 mV, seguidos de repolarización a -40 mV para registrar las corrientes
de cierre. B. Relación entre las constantes de tiempo de activación,
obtenidas al ajustar el primer tramo de corriente a una función
monoexponencial y el potencial de membrana. C. Ajuste
monoexponencial de la corriente de cierre obtenida al repolarizar la
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Figura 31. Trazos de corriente hKvl.5 obtenidos en una misma célula
tras aplicar pulsos de 500 ms (panel A) o de 5 s (panel B) desde -80 hasta
±60mV.
mejor a una fUnción biexponencial (ecuación 3), obteniendo una constante de tiempo rápida (trzt:
178.2±22.9ms) y otra lenta (t1= 2176.8 + 127.6 ms).
1.1. Efectos de losartán, E-3174, eprosartán y candesartán sobre la corriente hKvl.5.
Para analizar los efectos producidos por la perfusión del fármaco sobre la corriente
hKvl .5, utilizábamos un protocolo experimental que consistía en la aplicación de pulsos
despolarizantes de 250 ms desde un potencial de fijación de -80 hasta +60 mV cada 30 s,
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repolarizando a -40 mV durante otros 250 ms, para obtener las corrientes de cierre. En estas








Figura 32. Trazos de corriente bKvl.5 obtenidos en dos células distintas tras aplicar
pulsos de 250 ms desde -80 hasta +60 mV en situación control y en presencia del








~iM),aumentaban paulatinamente la amplitud de la corriente hKvl.5, hasta alcanzar el aumento
un valor máximo al cabo de unos 6 minutos del 8.0±1.4 % (n = 8, P <0.05, vs. control) en
presencia del losartán y del 7.4 + 1.6% (u 8, P <0.05 vs. control) en presencia del E-3 174
(Figura 32). Por el contrario, ni en presencia del eprosartán (1 j.uM) o del candesartán (0.1 ~‘M)
se observó este aumento en la amplitud de la corriente hKvl .5.
Posteriormente, los cuatro fármacos disminuyeron la amplitud de la corriente hKvl .5,
observándose que el bloqueo alcanzó un valor estable al cabo de 15 minutos. En las Figuras 33
y 34 se muestran familias de registros de corriente hKvl .5 obtenidos, en cuatro células distintas,
al aplicar una serie de pulsos de 500 ms desde -80 mV hasta +60mV en incrementos de -20 mV,
repolarizando después a -40 mV durante otros 500 ms para obtener las corrientes de cierre, en
ausenciayen presencia de losartán y E-3 174. El losartán (1 1iM) produjo una ligera disminución
en la amplitud de la corriente hiKvl.5, que fue más marcada al final que al inicio de los pulsos
aplicados a potenciales comprendidos entre O y +60 mV. La inhibición de la corriente producida
por el losartán al final de los pulsos hasta +60 mV, que se consideró como indice de bloqueo
(ecuación 4 del Materialy Métodos), resultó ser de un 8.7 + 2.3 % (n = 7, P < 0.05 vs. control).
A potenciales negativos, el losartán aumentó la amplitud de la corriente, alcanzando este
aumento un 22.8 + 9.5 % (n = 7, P < 0.05 vs. control) a -20 mV (Figura 33A). En estos
experimentos, la interacción fármaco-canal fue descrita utilizando un modelo cinético de bloqueo
de primer orden, de tal forma que a partir del porcentaje de bloqueo producido por el losartán
(1 iM) a +60 mV pudimos obtener la DE50, es decir, la concentración de fármaco necesaria para
producirel 50% del efecto máximo (ecuación 5 del Material y Métodos) que resultó ser 16.8 ±
4.4 gM. En la Figura 33B se muestran los registros de corriente hKvl.5 obtenidos en ausencia
y en presencia de E-3174 (1 1xM). Puede observarse como a potenciales positivos, el E-3174
produjo una marcada disminución del pico de la corriente hiKvl .5, así como una caída más
pronunciada de la corriente durante el pulso despolarizante que aquélla producida por el losartán,
por lo que el porcentaje de bloqueo al final del pulso a +60 mV fue de un 37.2 + 4.8 % (n 8,
P <0.05 vs. control). Este valor nos permitió calcular el valor de la DE50, que fue de 1.9 + 0.3
jiM. A potenciales negativos, el E-3 174 también aumentó la amplitud de la corriente. De hecho,
cuando se aplicaron pulsos a -30 mV, la amplitud se incrementó desde 49.7 + 22.9 hasta 71.8 +
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Figura 33. Trazos de corriente hKvl.5 obtenidos en dos células diferentes al aplicar
pulsos dc 500 ms desde -80 mV hasta +60 mV en incrementos de 20 mV, en
situación control y en presencia de losartán (panel A) o E-3 174 (panel B). La flecha
en cada uno de los casos indica el trazo de corriente obtenido tras aplicar un pulso
despolarizante hasta -20 mV.
En la Figura 34A se muestran los trazos de corriente obtenidos en situación control y en
presencia del eprosartán (1 I.¡M) tras aplicar elprotocolo descrito anteriormente (panel superior).
A potenciales más positivos de -20 mV, puede observarse que el eprosartán produjo una ligera
disminución de la amplitud del pico de la corriente, así como una caída de la corriente durante
la aplicación del pulso despolarizante, que se observa más claramente tras aplicar puísos muy
positivos (entre +40 y +60 mV). El porcentaje de bloqueo calculado a partir de la inhibición de
la corriente producida por el eprosartán al final de los pulsos a +60 mV fue de un 14.3 + 1.5 %
(n 8, P < 0.05 vs. control). Tomando este valor y utilizando la ecuación 4 del Material y







eprosartán también produjo un aumento en la amplitud de la corriente hKvl.5, que fue del 95.6
+6.9% a -20 mV (n 7, P <0.01 vs. control).
En la Figura 34B se muestran los trazos de corriente hKvl .5 obtenidos al aplicar pulsos
de 500 ms desde -80 hasta +60 mV en incrementos de -20 mV (panel superior) en ausencia y en
presencia del candesartán (0.1 1NI). A potenciales positivos, el candesartán también disminuyó
la amplitud del pico de la corriente y a continuación, aceleró la caída de la corriente hasta que
se alcanzaba un estado-estable. La inhibición de lacorriente producida por el candesartán al final
de los pulsos a +60 mV resultó ser de un 20.9±2.3 % (n 6, P < 0.05 vs. control), lo que nos
pennitió calcular el valor de la DE50 que ¡te de 0.4 + 0.06 gM. A potenciales más negativos de
-10 mV, el candesartán aumentó la amplitud de la corriente, alcanzando dicho aumento unlSO.8
±34.4% a -30 mV (desde 13.2 + 5.6 hasta 33.7 + 15.3 pA; n = 6, P < 0.05). Estos resultados
Figura 34. Trazos de corriente hKvl .5 obtenidos en dos células diferentes al aplicar
pulsos de 500 ms desde -80 hasta +60 mV en incrementos de 20 mV, en situación
control y en presencia de eprosartán (panel A) o candesartán (panel B). La flecha en
cada uno de los casos indica el trazo de corriente obtenido tras aplicar un pulso



















indican que, de los antagonistas de los receptores ATí de angiotensina II ensayados, el
candesartán es el más potente para inhibir la corriente hKvl .5, siendo el orden de potencia:
candesartán> E-3 174> eprosartán> losartán.
1.2. Efectos sobre las corrientes de cierre.
A continuación, analizamos los efectos de estos fármacos sobre las corrientes de cierre.
En la Figura 35 se muestran los trazos de corriente de cierre obtenidos al repolarizar hasta -40
mV tras la aplicación de un pulso despolarizante desde -80 hasta +60 mV en situación control
y en presencia de cada uno de los cuatro fármacos ensayados. Como se muestra en la parte
superior de la Figura 35, antes de aplicar el pulso despolarizante los canales se encuentran en
estado cerrado, no conductor (C). Tras aplicar elpulso despolarizante, los canales pasan a través
de diversos estados cerrados (C~ C) hasta el estado abierto (A), del que existen al menos dos
conformaciones distintas (C11 — C -, A1 -, A) (Rich y Snyders, 1998). Tras repolarizar la
membrana hasta -40 mV, se registran las corrientes de cierre o de deactivación, que representan
la transición del canal desde el estado abierto en el cual se encontraba al final del pulso
despolarizante, hasta el estado cerrado (A2 A1 C2 C1 ... Ca). A -40 mV, este proceso
es rápido, irreversible y bifásico, puesto que refleja la transición del canal desde el último estado
abierto (A2) hasta los distintos estados cerrados (Rich y Snyders, 1998). Sin embargo, en esta
Tesis Doctoral al ajustar lacinética de la deactivación de la corriente hKvl .5 hemos utilizado una
función monoexponencial, para obtener la constante de tiempo dominante delproceso y analizar
los efectos de los cuatro fármacos ensayados sobre ella.
En presencia de un fármaco que presente una alta afinidad por el estado activo del canal
hKvl.5, al final del pulso despolarizante un importante porcentaje de canales abiertos se
encuentra unido al fármaco (AF). Estos canales no puedenpasar directamente al estado C, sino
que deben primero disociarse del canal (AF -> A); como consecuencia, los canales pasan alestado
A conductor y se produce un aumento de la corriente registrada. Los canales abiertos pueden
ahora, o bien cerrarse definitivamente (A2 — A1 -, C2 -. C1 -. ... — ~), o volver a ser bloqueados
(AF), lo que provoca el retraso en la cinética del proceso.
En la Figura 35A se muestran los trazos de corriente de cierre obtenidos en ausencia y
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Figura 35. Efectos de losartán, E-3174, candesartán y eprosartán sobre las corrientes
de cierre registradas al repolarizar la membranahasta -40 mV. Las flechas indican el
fenómeno de cruce de las corrientes de cierre.
en presencia del losartán (1 ¡.i.M). Como puede observarse, el losartán apenas modificó la
amplitud del pico de la corriente de cierre; sin embargo, retrasó el curso temporal de la corriente
y aumentó la constante de tiempo de deactivación desde 63.5 + 9.6 ms hasta 117.7 + 16.8 ms
(n = 8, P < 0.01). El E-3 174 produjo una fase de ascenso inicial, que fue más pronunciada que
con los otros tres fármacos ensayados, así como una marcada disminución de la amplitud del
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pico de la corriente de cierre del 23.3 + 4.3 % (n = 16, P >0.05 vs. control); además, aumentó
la constante de tiempo del proceso desde 56.4 + 6.4 ms hasta 111.2 1 13.4 ms (P < 0.01) (panel
B de la Figura 35). El eprosartán (1 jiM) disminuyó la amplitud del pico de la corriente de
deactivación (5.1 + 2.3 %, n = 7, P >0.05 vs. control) y además retrasó la cinética del proceso.
Del ajuste del trazo de las corrientes de cierre en situación control a una función
monoexponencial se obtuvo una constante de tiempo de 64.0 + 4.8 ms. En presencia del
eprosartán este valor aumentó hasta 117.0 + 13.9 ms (n = 7, P <0.01) (Figura 35C). En el panel
D de la Figura 35 se muestran los trazos de corriente de cierre obtenidos al repolarizar la
membrana a -40 mV, en situación control y en presencia del candesartán (0.1 gM). El
candesartán disminuyó ligeramente la amplitud del pico de la corriente de cierre (3.3 + 1.1 %,
n = 6, P> 0.05 vs. control) y, además, aumentó la constante de tiempo del proceso desde 42.3
+ 8.3 ms hasta 67.4±8.5 ms (P <0.01).
En presencia de todos los fármacos ensayados, al superponer los trazos de corriente de
cierre obtenidos en situación control y los obtenidos en presencia del fármaco, se observa que
éstos se cruzan, produciéndose lo que se denomina fenómeno de “cruce de las corrientes de
cierre y que en cada uno de los paneles de la Figura 35 hemos señalado con una flecha.
1.3. Efectos voltaje-dependientes.
En el siguiente grupo de experimentos analizamos la dependencia de voltaje del bloqueo
producido por losartán (lM), E-3 174(1 jM), eprosartán (1 vM) y candesartán (0.1 j.tM). En
las Figuras 36 y 37 se muestran las relaciones corriente-voltaje (curvas I-V) obtenidas en
ausencia y en presencia de cada uno de los fármacos. El protocolo utilizado para obtener las
curvas 1-y consistió en aplicar series de pulsos de 500 ms desde -80 hasta +60 mV en
incrementos de -10 mV. Las curvas I-V se obtuvieron al representar la amplitud de la corriente
hKvl .5 generada al final de cadapulso frente al potencial de membrana. Entre -80 y -40 mV no
se obtuvo ninguna corriente voltaje-dependiente. Entre -30 y O mV se observó una sigmoicidad
que refleja la dependencia de voltaje de apertura del canal y a partir de +10 mV, la relación I-V
fue lineal. En el panel A de la Figura 36 se representaron las curvas I-V obtenidas en situación
controly enpresencia del losartán. Puede observarse cómo el losartán inhibió la corriente bKvl.5
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Figura 36. Efectos voltaje-dependientes producidos por el losartán (1 >xM) y el E-3 174 (1 gM)
sobre la corriente hKvI.5. Ay C. Relaciones corriente/voltaje (500 ms) en situación control (e)
y en presencia de losartán (A) y E-3 174 (C) (o). B y D. Corrientes relativas (IFÁRMACO/1CON)
calculadas a partir de los datos de los paneles A y C, a cada nivel de membrana. La línea
punteada representa el ajuste a una función de Boltzmann (ecuación 1) de la curva de activación
de los canales hKvl.5 en situación control y la línea continua el ajuste de los datos siguiendo un
modelo de Woodhull (ecuación 8).
a potenciales positivos (>-l0 mV), mientras que a -30 y a -20 mV, la aumentó. Para cuantificar
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la dependencia de voltaje del bloqueo, en elpanel B se representó la corriente relativa, es decir,
el cociente entre la corriente en presencia (‘Los) y en ausencia del losartán (1 co~ frente al
potencial de membrana, así como la curva de activación control para este grupo de experimentos
(línea punteada). La curva de activación representa la relación de canales en estado abierto frente
a canales en estado cerrado, en función del potencial de membrana. Las curvas de activación se
obtuvieron al representar la amplitud delpico máximo de la corriente de cient frente al valor del
potencial del pulso previo, ajustándose los valores a una función de Boltzmann (ecuación 1).
Como puede observarse, el bloqueo producido por el losartán aumentó en el rango de potenciales
en el que se produce la apertura del canal hKvl .5 (-20 y O mV), alcanzando su valor máximo a
o mV (17.2 + 3.2 %, n = 7, P < 0.05 vs. control). Este hecho sugiere que la apertura del canal
favorece la unión del fármaco. A potenciales positivos, cuando la apertura de los canales ha
alcanzado saturación, el porcentaje de bloqueo disminuyó hasta el 8.7 + 2.3 % a +60 mV (n =
7, P <0.05 vs. O mV).
El E-3 174 aumentó la amplitud de la corriente registrada a -30 mV (panel C de la Figura
36), mientras que a potenciales más despolarizados inhibió marcadamente la corriente obtenida.
Al representar la corriente relativa (IE3174/IcoN) frente al potencial de membrana, junto con la
curva de activación en situación control para este grupo de experimentos (panel D), se observó
un aumentomuy marcado en el porcentaje de bloqueo producido entre -20 y +10 mV. A +10mV
se alcanzó el grado máximo de bloqueo (41.7+5.5%, n= 8, P <0.01 vs. control), disminuyendo
a potenciales más positivos (37.2 + 4.8 %, a +60 mV; P < 0.05 vs. + 10 mV). En el panel A de
la Figura 37 se representan las curvas I-V obtenidas en ausencia y en presencia del eprosartán.
Puede observarse que el efecto producido por este fármaco también es voltaje-dependiente, de
tal forma, que a potenciales negativos (-30 y -20 mV), la corriente registrada en presencia del
fármaco ¡te mayor que la registrada en situación control. A potenciales más positivos el
eprosartán inhibió la corriente hKvl.5. En el panel B, se puede observar cómo el porcentaje de
bloqueo producido por el eprosartán aumenta en el rango de potenciales en el que se está
produciendo la apertura de los canales hKvl.5, alcanzando un valor máximo a +20 mV (17.5 +
4.3 %, n — 7, P <0.05 vs. control). A potenciales más positivos, cuando ya se ha producido la
saturación en la apertura de los canales, el porcentaje de bloqueo disminuyó hasta un valor de
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Figura 37. Efectos voltaje-dependientes producidos por el eprosartán (1 gM) y el candesartán
(0.1 gM) sobre la corriente hKvl.5. Ay C. Relaciones corriente/voltaje (500 ms) en situación
control (e) y en presencia de eprosartán (A) y candesartán (C) (O). B y D. Corrientes relativas
(IPÁRMACO/ICON) calculadas a partir de los datos de los paneles A y C, a cadanivel de membrana.
La línea punteada representa el ajuste a una función de Boltzmann (ecuación 1) de la curva de
activación de los canales bKvl .5 en situación control y la línea continua el ajuste de los datos
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representado las curvas I-V obtenidas en presencia y en ausencia del candesartán. Puede
observarse que el fármaco aumentó la amplitud de la corriente obtenida al aplicar pulsos a -30
mV. A potenciales más positivos (> -10 mV), el candesartán disminuyó la amplitud de la
comente hKvl.5. En el panel D de la Figura 37 se encuentra representada la corriente relativa
(IcAND/IcoN) frente al potencial de membrana, junto con la curva de activación control para este
grupo de experimentos. Como sucedió con los otros tres fánnacos, el porcentaje de bloqueo
aumentó en el rango de potenciales en el que se produce la apertura de los canales (25.5 + 2.3
a O mV, n = 6, P <0.05 vs. control). Sin embargo, cuando la apertura de los canales ya ha
alcanzado saturación, es decir, a potenciales positivos (> O mV), el porcentaje de bloqueo va
disminuyendo hasta alcanzar el 20.9 + 2.3% a ±60mV (P < 0.05 vs. O mV).
El hallazgo de que en presencia de losartán, E-3174, eprosartán y candesartán, el
porcentaje de bloqueo producido alcanzara su valor máximo coincidiendo con el rango de
potenciales de membrana a los que se producía la apertura de los canales, constituye una
evidencia experimental de que estos fármacos se unen preferentemente al estado abierto del
canal. Sin embargo, el porcentaje de bloqueo disminuyó a potenciales positivos, cuando la
apertura de los canales hKvl.5 había alcanzado la saturación. Esta disminución en el porcentaje
de bloqueo puede explicarse considerando que estos fármacos son ácidos débiles (pKa=5.6, 4.2,
4.8 y 5.3 para losartán, E-3 174, eprosartán y candesartán, respectivamente), por lo que a pH
fisiológico predominan en su forma aniónica (F9. La forma no cargada del fármaco es la que
atraviesa la membrana citoplasmática llegando al interior celular, donde vuelve a establecerse
un equilibrio entre la forma neutra y la forma aniónica (FH E + Ht, siendo esta última la que
interaccionaría con el receptor situado en el interior del canal, accediendo al mismo desde la cara
citoplasmática de la membrana. Por tanto, la disminución voltaje-dependiente del bloqueo, sería
consecuencia de los efectos del campo eléctrico transmembrana sobre la interacción de la forma
aniónica de cada fármaco con el sitio receptor. Según esta hipótesis, al despolarizar la membrana,
la forma aniónica del fármaco es atraída hacia el citoplasma celular, que está cargado
positivamente, dificultando el acceso del fármaco al receptor. Al ajustar los valores de corriente
relativa a la ecuación de Woodhull (ecuación 8 del Material y métodos), obtuvimos los valores
de la fracción de distancia eléctrica (6), que representa la fracción del campo eléctrico
transmembrana que recorreun fármaco cargado hastaalcanzar su receptor (Woodhull, 1973). Los
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valores de ~ obtenidos en presencia de losartán, E-3174, eprosartán y candesartán fueron,
respectivamente, -0.27±0.04,-0.14 + 0.01, -0.18 + 0.01 y -0.19±0.05.
1.4. Efectos sobre la dependencia de voltaje de la activación de los canales hKvl.5.
A continuación, se estudiaron los efectos de los fármacos sobre la dependencia de voltaje
de la activación de los canales hKvl.5. Las curvas de activación fueron obtenidas al representar
la amplitud del pico de las corrientes de cierre, registradas al repolarizar a -40 mV durante 500
ms, frente al potencial de membrana del pulso previo. En las Figuras 38 y 39 se muestran las
curvas de activación obtenidas en situación control y en presencia de cada uno de los cuatro
fármacos estudiados. La curva de activación control se ajustó a una función de Boltzmann de un
componente (ecuación 1 del Material y Métodos) obteniendo los valores del potencial al que el
50 % de los canales están activados (Eh) y la inversa de la pendiente de la curva (1<) que se
muestran en la Tabla 12. Losartán (Figura 38A), E-3 174 (Figura 38B), eprosartán (Figura 39A)
y candesartán (Figura 39B) modificaron drásticamente la dependencia de voltaje de la activación
de los canales hKvl .5, de tal forma, que la curva de activación en presencia del fármaco exhibió
dos componentes claramente diferenciados. De hecho, en las Figuras puede observarse cómo los
valores experimentales obtenidos en presencia del fármaco se desviaron del ajuste a una función
de Boltzmann de un solo componente (línea discontinua), porlo que hubo que realizar un ajuste
a una función de Boltzmann de dos componentes (línea continua) (ecuación 2). El primer
componente era responsable del 74.6 + 1.7 %, 75.1 + 5.6 %, 84.7 + 4.2 y 85.2 + 3.6 % del
proceso de activación en presencia de losartán, E-3 174, eprosartán y candesartán,
respectivamente. Además, en todos los casos, el punto medio de la curva de activación (Eh) fue
desplazado hacia valores más negativos de potencial de membrana (Tabla 12), siendo el
desplazamiento más marcado el producido por el losartán (9.6 + 1.0 mV). Este efecto puede
explicar el aumento de la amplitud de la corriente que los cuatro fármacos producían a
potenciales negativos. El segundo componente, que apareció a potenciales más positivos (Tabla
12), indicaba que la activación de los canales hKvl .5 en presencia de los cuatro fármacos
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Figura 38. Efectos de losartán (panel A) y E-3 174 (panel E) sobre la
dependenciade voltaje de la activación de los canales hKvl .5. Las curvas
de activación en situación control (e) fueron ajustadas a una función de
Eoltzmann de un término (ecuación 1). Sin embargo, en presencia de
fármaco (o) el ajuste a una función de Boltzmann de un término no fue
adecuado (línea discontinua), por lo que se utilizó una función de dos
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Figura 39. Efectos de eprosartán (panel A) y candesartán(panel B)
sobre la dependencia de voltaje de la activación de los canales
hKvl .5. Las curvas de activación en situación control (e) fueron
ajustadas a una función de Boltzmann de un término (ecuación 1).
Sin embargo, en presencia de fármaco (o) el ajuste a una función
de Boltzmann de un término no fue adecuado (línea discontinua),


























































Esta modificación de la dependencia de voltaje de la activación de los canales hKvl.5, ya se
había observado anteriormente con dos fármacos que predominan en su forma no cargada a pH
fisiológico, la benzocaina y la rupatadina (Delpón y cols., 1999a; Caballero y cols., 1999), así
como al aumentar la [K~]e hasta 140 mM (Delpón y cois., 1999a).
Tabla 12. Efectos de losartán, E-3 174, eprosartán y candesartán sobre la dependencia de voltaje
de la activación de los canales hKvl.5. Los valores representan los puntos medios de activación
(Eh) y la inversa de la pendiente de la curva (k) de activación, en ausencia y en presencia de cada
fármaco.
Ehi (mV) k1 (mV) Eh2 (mV) k2 (mV)
Control -19.5+1.2 4.9±0.3
Losartán -29.1±2.0* 4.3+0.3 3 1.6±11.2 22.6±6.3
Control -19.5±1.2 4.9+0.3
E-3174 -27.8+1.7 * 4.0+0.2 23.8+5.8 16.4±2.0
Control -18.9±2.1 3.7±0.2
Eprosartán -25.1±1.3* 3.8±0.3 120.7+5.9 40.8+3.0
Control -20.9+1.2 3.5+0.2
Candesartán ~25.7+2.1* 3.9+0.1 114.9+16.2 38.3±11.9
Los datos son la media + ESM de
obtenidos en situación control.




Cuando aumentamos la frecuencia de estimulación, el canal hKvl.5 permanece más
tiempo en los estados activo-abierto e inactivo. Por tanto, si el fármaco accede a su receptor
situado en el canal, preferentemente cuando éste se encuentra abierto, al aumentar la frecuencia
de estimulación deberíamos de observar un incremento en el porcentaje de bloqueo producido
por el fármaco.
Para analizar los efectos frecuencia-dependientes, se aplicaron trenes de 16 pulsos de 200
ms desde -80 hasta +10 ó +60 mV a una frecuencia de 1 ó 2Hz, en ausencia y en presencia de
cada uno de los fármacos estudiados. En situación control, la corriente disminuyó un 7.0 + 0.5%
y un 16.3 + 1.2 % al aplicar trenes hasta +10 mV, a 1 y 2Hz, respectivamente. Tras el primer
pulso, cada uno de los fármacos estudiados, produjo una disminución en la amplitud de la
comente, a la que se denomina bloqueo tónico (ecuación 6 del Material y Métodos) y que es
independiente de la frecuencia de estimulación. Al aplicar el tren de pulsos, el bloqueo fue
aumentando hasta alcanzar un valor estable, que resultó ser mayor a 2 Hz que a 1 Hz (bloqueo
frecuencia-dependiente) (ecuación 7). Los porcentajes de bloqueo tónico y frecuencia-
dependiente a 4-10 y a +60 mV, producidos por cada uno de los cuatro fármacos, se encuentran
representados en la Tabla 13.
En el panel A de la Figura 40 se muestran los registros de corriente hKvl.5 obtenidos al
aplicar trenes de pulsos de 200 ms desde -80 hasta +10 mV siguiendo el protocolo representado
en el panel superior de la Figura, en ausencia y en presencia del losartán (1 ~tM)a la frecuencia
de 1 Hz o 2 Hz. Tras el primer pulso, el losartán produjo un bloqueo tónico del 9.4 + 3.3 %. Sin
embargo, al aplicar el tren de pulsos, el bloqueo fue aumentando de forma pronunciada hasta
alcanzar un valor estable, que resultó ser el 36.7±2.7%a 2 Hz. A continuación, analizamos la
cinética de aparición del bloqueo frecuencia-dependiente. Para ello, representamos la amplitud
del pico de la corriente obtenida en presencia y en ausencia del losartán (ILos/icoN) tras


















Figura 40. Efectos frecuencia-dependientes del losartán. A. Registros de corriente
hKvl.5 obtenidos al aplicar trenes de pulsos de 200 ms desde -80 hasta +10 mV en
situación control y en presencia de losartán (1 jM) a 1 (izquierda) y 2 Hz (derecha).
B. Relación entre las amplitudes de las corrientes obtenidas en ausencia y en
presencia de losartán durante la aplicación de trenes de pulsos a 1 (0) y 2 Hz (e),
representada en función del número de pulso.
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Figura 41. Efectos frecuencia-dependientes del E-3 174. A. Registros de corriente
hKvl .5 obtenidos al aplicar trenes de pulsos de 200 ms desde -80 hasta + 10 mV
en situación control y en presencia de E-3 174 (1 pM) a 1 (izquierda) y 2 Hz
(derecha). B. Relación entre las amplitudes de las corrientes obtenidas en ausencia
y en presencia de E-3 174 durante la aplicación de trenes de pulsos a 1 (0) y 2 Hz
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en función del número de pulsos del tren a la frecuencia dc 1 y 2 Hz. Los valores obtenidos de
las constantes de velocidad de aparición del bloqueo a + 10 y a +60 mV y a 1 y 2 Hz (Tabla 14)
nos indicaron que en presencia del losartán el bloqueo frecuencia-dependiente alcanzó un valor
estable entre el tercero y el quinto pulso del tren, sin que existieran diferencias significativas
cuando se aplicabanpulsos a +100 a +60 mV, ni cuando la frecuencia de estimulación era de 1
ó 2 Hz. En la Figura 41A pueden observarse los registros de corriente obtenidos al aplicar trenes
de pulsos de 200 ms desde -80 hasta +10 mV, en ausencia y en presencia del E-3 174(1 xM) a
la frecuencia de 1 y 2 Hz. El E-3174 produjo un bloqueo tónico a +10 mV superior al de los
restantes fármacos ensayados (17.1 ±1.0%.P <0.05). Tras aplicar el tren de pulsos, el E-3 174
produjo un marcado bloqueo frecuencia-dependiente, en tomo al 50% a 2 Hz, tanto a +10 como
a + 60 mV (Tabla 13). En el panel B se muestran los cocientes entre la amplitud del pico de la
comente obtenida al aplicar los trenes de pulsos hasta +10 mV en presencia y en ausencia del
E-3 174 (k-3 1 74!icoN)~ a 1 y 2 Hz, en función del número de pulsos del tren. El E-3 174 fue, de
los cuatro fármacos estudiados, el que mayor bloqueo tónico y frecuencia-dependiente produjo.
En el panel A de la Figura 42, se muestran los registros de corriente biKvl .5 obtenida al aplicar
el mismo protocolo de estimulación en ausencia y en presencia del eprosartán (1 >áM). El
eprosartán produjo un bloqueo tónico que alcanzó el 7.6±0.7%a +10 mV. Tras aplicar el tren
de 16 pulsos, el eprosartánprodujo un bloqueo frecuencia-dependiente, poco marcado a 1 Hz,
pero que a 2 Hz alcanzó un 25.5 + 5.6%. Tras el ajuste a una función monoexponencial de los
cocientes entre la amplitud del pico de la corriente en ausencia y en presencia del eprosartán
(1EPRo~’coN) (panel B), obtuvimos las constantes de velocidad de aparición del bloqueo a +10
y a +60 mV y a 1 y 2 Hz (Tabla 14), que indicaban que el valor estable de bloqueo también se
alcanzaba entre el tercer y el quinto pulso. El eprosartán resultó ser el fármaco, de los cuatro
estudiados, que menor bloqueo frecuencia-dependiente produjo. Por último, en la Figura 43 se
pueden observar los trazos de corriente registrados al aplicar un tren de 16 pulsos de 200 ms
desde -80 hasta +10 mV, a 1 y 2 Hz, en situación control y en presencia del candesartán (0.1
jM). El bloqueo tónico producido por el candesartán solamente alcanzó un 3.8 ±1.9 % a +10
mV; sin embargo, tras la aplicación del trende pulsos, elbloqueo frecuencia-dependiente fue del
15.2±3.2 % a 1 Hz y de 35.3 + 7.5 % a 2Hz (Figura 43B). Es decir, que el candesartán, a las
concentraciones estudiadas, resultó ser el fármaco que menor bloqueo tónico produjo.
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Figura 42. Efectos frecuencia-dependientes del eprosartán. A. Registros de corriente
hKvl .5 obtenidos al aplicar trenes de pulsos de 200 ms desde -80 hasta +10 mV en
situación control y en presencia de eprosartán (1 iM) a 1 (izquierda) y 2 Hz
(derecha). B. Relación entre las amplitudes de las corrientes obtenidas en ausencia
y en presencia de eprosartán durante la aplicación de trenes de pulsos a 1 (0) y 2 Hz
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Figura 43. Efectos frecuencia-dependientes del candesartán. A. Registros de
corriente hKvl .5 obtenidos al aplicar trenes de pulsos de 200 ms desde -80 hasta +10
mV en situación control y en presencia de candesartán (0.1 jM) a 1 (izquierda) y 2
Hz (derecha). B. Relación entre las amplitudes de las corrientes obtenidas en ausencia
y en presencia de candesartán durante la aplicación de trenes de pulsos a 1 (0) y 2 Hz









Tabla 13. Bloqueo frecuencia-dependiente de la corriente hKvl.5 producido por losartán, E-
3174, eprosartán y candesartán. Se han representado los valores del bloqueo tónico y delbloqueo
frecuencia-dependiente producidos tras aplicar trenes de pulsos de 200 ms de duración desde -80




Losartán E-3174 Eprosartán Candesartán
+10 mV
B. T. 9.4±3.3 17.1+1.0* 7.6±0.7 3.8±1.9
B. F. D.
1 Hz 20.0±6.1 36.8±8.2* 12.5±2.7 15.2+3.2
2 Hz 36.7±2.7¶ 52.8±5.6¶* 25.5±5.6¶ 35.3±7.5¶
+60 mV
B.T. 7.5±1.6 13.2±2.6” 6.6±1.9 5.2±2.3
B. F. D.
1 Hz 19.5±3.8 34.3±9.1* 14.3±3.6 15.8±3.8
2Hz 28.2+3.7 ¶ 48.9±7.5¶“‘ 26.2±3.9¶ 34.6±5.0¶
B.T.- Bloqueo tónico. B.F.D.-Bloqueo frecuencia-dependiente. Los valores representan la media
+ ESM de 6-10 experimentos. ¶ P <0.05 comparado con los datos de bloqueo obtenidos a 1 Hz.




Tabla 14. Valores de las constantes de velocidad de aparición del bloqueo frecuencia-
dependiente tras aplicar trenes de pulsos de 200 ms desde -80 mV hasta +10 (K<,0) ó +60 mV
(K+60), a la frecuencia de 1 ó 2Hz, en presencia de losartán, E-3 174, eprosartán y candesartán.
K~10 (puls&’) K~ (puls&’)
1Hz 2Hz lUz 2Hz
Losartán 0.27±0.02 0.21±0.04 0.24±0.02 0.28±0.05
E-3174 0.22±0.03 0.22+0.06 0.28±0.04 0.30±0.1
Eprosartán 0.30±0.06 0.29±0.04 0.24±0.07 0.27±0.06
Candesartán 0.21±0.06 0.33±0.08 0.29±0.03 0.22±0.03
K.- Constantes de velocidad de aparición del bloqueo frecuencia-dependiente. Los valores
representan la media ±ESM de al menos 6 experimentos.
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1.6. Efectos del candesartán y del eprosartán sobre la corriente bKvl.5 tras disminuir la
concentración de K~ intracelular ([K11) a 35 mM.
Tanto la disminución en el porcentaje de bloqueo observado a potenciales de membrana
positivos (>10 mV), como la modificación en la dependencia de voltaje de la curva de activación
de los canales hKvl .5, producidas por los antagonistas de los receptores AT1, han sido
recientemente descritas con otros fármacos, como la benzocaina (Delpón y cols., 1999a) y la
rupatadina (Caballero y cols., 1999). Se ha propuesto que el bloqueo producido por estos
Figura 44. A. Registros de corriente hKvl.5 obtenidos al
aplicar pulsos dc 500 ms desde -80 hasta +60 mV en
incrementos de 20 mV. Ii. Ajuste monoexponencial de la




















fármacos podría ser consequencia de su unión a un receptor situado en la cara externa de la
membrana. Por tanto, el aumento del flujo de salida de K+ a potenciales positivos, provocaría
la disociación del fármaco de su sitio de unión, con laconsiguiente disminución en el porcentaje
de bloqueo producido. Para analizar las consecuencias de la disminución de la salida de K~ a
través del canal en los efectos producidos por el candesartán y el eprosartán, en otro grupo de
experimentos se redujo la [K~]1en la solución interna al 25 % ([K~]1= 35 mlvi), tras reemplazar
de forma equimolar el Aspartato-K por TrisCí. En estas condiciones, al aplicar pulsos
despolarizantes a potenciales positivos a -40 mV se obtuvieron unas corrientes de salida de 10
de menor amplitud que las obtenidas cuando la [I0j~era normal (639.3 ± 115.7 pA, n 11, vs.
1286.7 ± 151.0 pA, n = 29, P < 0.05; a +60 mV) (Figura 44A). Además, al repolarizar la
membrana hasta -40 mV, se registraron las corrientes de cierre, de menor amplitud que las
obtenidas en condiciones normales (55.9±14.0 pA, n = 11 vs. 136.3 ± 18.0 pA a +60 mV, n =
25, P< 0.05) yconunacinéticamás lenta (69.9±8.6ms , n 11, vs. 51.3±2.8ms, n= 35, P
<0.05) (Figura 448). Asimismo, al reducir la [Kfl~se produjo un desplazamiento de la curva de
activación hacia valores más negativos (-24.0±0.5mV, n 9, vs. -20.1 ±0.8mV, n = 21, P <
0.01). Estos resultados confirman que la [K~]1participa en el control de los mecanismos de
apertura y cierre del canal.
En la Figura 45A se muestran trazos de corriente obtenidos al aplicar pulsos de 500 ms
desde -80 hasta +60 mV, en ausencia y en presencia del candesartán (0.1 hM). En estas
condiciones, el bloqueo producido por el candesartán al final del pulso despolarizante a +60 mV
disminuyó hasta el 6.9 + 1.0 % (n = 6, P <0.05) con respecto al bloqueo producido cuando la
LKi~ era normal (20.9 + 2.3 %). Como puede observarse en la Figura 45B, en estas condiciones,
el candesartán aumentó la amplitud del pico de las corrientes de cierre obtenidas al repolarizar
la membrana a -40 mV, alcanzando este aumento un 14.75 ±7.3 % (n = 6, P > 0.05 vs. control).
Además, al igual que ocurría cuando la [K~]~eranormal, el candesartán retrasó la cinética de las
corrientes de cierre, aumentando la constante de tiempo del proceso desde 75.2 ± 13.0 hasta
141.3±16.5 ms (n 6, P <0.01).
En la Figura 46A se muestran los registros de corriente hKvl.5 obtenidos al aplicar un
pulso de 500 ms desde -80 hasta +60 mV, en ausencia y en presencia del eprosartán (1 hM). El
fármaco produjo una disminución en la amplitud de la corriente, que al final del pulso alcanzó
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el 17.6 ±2.2 %(n = 5, P < 0.05 vs. control). Este valor no fue estadísticamente diferente del
obtenido cuando la [Ki~ era normal (14.3±1.5 %, P>0.05). Del mismo modo, tampoco fue
diferente del obtenido cuando se aplicaron pulsos hasta +20 mV (19.6 + 2.4 %, n = 5, P > 0.05).
En esta situación, al contrario de lo que ocurría en presencia del candesartán, el eprosartán
disminuyó la amplitud delpico de las corrientes de cierre (Figura 46B) y, además, aumentó las
constantes de tiempo de deactivación desde 63.6±11.6 hasta 149.5 + 15.0 ms (n = 5, P <0.01),
Figura 45. Efectos del candesartán (0.1 hM) sobre las
corrientes hKvI.5 registradas al aplicar pulsos de 500 ms
desde -80 hasta +60 mV (panel A) y al repolarizar a -40 mV



















Figura 46. Efectos del eprosartán (1 hM) sobre las
corrientes hKvl.5 registradas al aplicar pulsos de 500 ms
desde -80 hasta ±60mV (panel A) y al repolarizar a -40 mV
(panel B). [K4]~=35 mM.
por lo que al superponer ambos trazos se observó el fenómeno de “cruce de las corrientes de
cierre”.
1.6.1. Efectos voltaje-dependientes.
En este grupo de experimentos hemos analizado los efectos de candesartán y eprosartán
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Figura 47. Efectos voltaje-dependientes producidos por el
candesartán (0.1 1.tM). [Kj1 35 mlvi. A. Relación corriente/voltaje
(500 ms) en situación control (•) y en presencia de candesartán (o).
13. Corrientes relativas (IcAND/IcoN) calculadas a partir de los datos
del panel A, a cada nivel de potencial de membrana. La línea
punteada representa el ajuste de la curva de activación en situación
control a una función de Boltzmann (ecuación 1).
• Control
O Candesartán
3M MM 3M MM 1 1 3M 1 1 MM 1
-80 -40 0 40 80







1 3 1 1 1 3
-80 -40
&Í.
1 1 1 1 1 1
0 40
Potencial de membrana (mV)
Figura 48. Efectos voltaje-dependientes producidos por el
eprosartán (1 hM). [K~j = 35 mM. A. Relación corriente/voltaje
(500 ms) en situación control (e) y en presencia de eprosartán
(o). R. Corrientes relativas (IEPRO/IcoN) calculadas a partir de
los datos del panel A, a cada nivel de potencial membrana. La
línea punteada representa el ajuste de la curva de activación en
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En el panel A de la Figura 47 se muestran las curvas J-V obtenidas al representar la amplitud de
la corriente medida al final de los pulsos de 500 ms frente al potencial de membrana, en ausencia
y en presencia del candesartán. A potenciales entre -30 y -20 mV, el fánnaco aumentó la
comente obtenida (14.1 ±1.2% de aumento a -20 mV, n = 6, P >0.05 vs. control), mientras que
a potenciales más positivos la inhibió ligeramente (6.9 ± 1.0 % a +60 mV). Al representar la
comente relativa (‘cAN&’oN) frente al potencial de membrana y la curva de activación control
para este grupo de experimentos (Figura 47B), se observó que el bloqueo aparecíatras la apertura
de los canales y que alcanzó un valor dc 6.1 ± 1.4 a O mV. A partir de este potencial de
membrana, el porcentaje de bloqueo obtenido se mantuvo constante (6.9 ±1.0 % a +60 mV, n
= 6, P > 0.05).
En el panel A de la Figura 48, hemos representado las curvas I-V obtenidas en ausencia
y en presencia del eprosartán. Al igual que ocurría cuando la [K*]~era normal, el fármaco
aumentó la amplitud de la corriente a potenciales negativos, desde 23.0±7.0 hasta 40.4±10.9
pA (n = 6, P < 0.01), lo que representó un aumento del 75.6 ± 5.3 %. A potenciales más
positivos, el eprosartán inhibió la corriente hKvl.5 registrada. En el panel B se representó la
comente relativa (JEPR&ICON) frente al potencial de membrana junto con la curva de activación
control en este grupo de experimentos. Una vez más, el porcentaje de bloqueo aumentó entre -30
y -10 mV alcanzando un valor máximo a este potencial de membrana del 20.5 ±2.1% (n = 6,
P < 0.05 vs. control); este porcentaje de bloqueo se mantuvo constante a potenciales más
positivos. Es decir, que al disminuir la LK+]1 desaparecía el desbloqueo voltaje-dependiente
observado en presencia de candesartán y eprosartán a potenciales de membranapositivos cuando
la [Ki~ era de 140 mM.
¡.6.2. Efectos sobre la dependencia de voltaje de la activación de los canales hKvl.5.
En la Figura 49 se representan las curvas de activación obtenidas en situación control y
en presencia del candesartán (panel A) y del eprosartán (panel B). Puede observarse que el
candesartán aumentó la amplitud del pico de las corrientes de cierre a todos los potenciales a los
que el canal se encuentra activado (entre -40 y +60 mV). Además, el candesartán desplazó el





Figura 49. Efectos de candesartán (panel A) y eprosartán (panel B) sobre la
dependencia de voltaje de la activación de los canales hKvl .5. Las curvas de
activación en situación control (.) y en presencia de fármaco (O) fueron
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función de Boltzmann de un término, desde -23.9±0.7 hasta -28.2±0.8 mV (n = 5, P < 0.05)
y disminuyó la pendiente de la curva desde 3.6 + 0.3 hasta 4.3 ±0.3 mV (n = 5, P < 0.05).
El eprosartán, al contrario que el candesartán, disminuyó la amplitud del pico de las
corrientes de cierre, entre -10 y +60 mV. También desplazó el punto medio de la curva de
activación hacia valores más negativos (desde -24.1 + 0.7 hasta -28.6±1.3 mV, n = 4, P <0.05),
sin modificar la pendiente de la curva (3.7±0.5 mV vs. 3.4±0.4 mV, n = 5, P >0.05). Ni en
presencia de candesartán o de eprosartán se observó la aparición de los dos componentes de la
curva de activación, que habíamos observado cuando la [K’j1era normal.
Estos resultados confirman la hipótesis de que la disminución en elporcentaje de bloqueo
que se produce a potenciales positivos (>0 mV) y la aparición de las dos fases en la dependencia
de voltaje de la activación de los canales hKvl .5, podrían ser debidos al desbloqueo del canal
provocado por el aumento del flujo de salida de 10 que se produce a potenciales muy positivos.
1.7. Efectos de la angiotensina II sobre la corriente bKvl.5.
Estudios previos habían demostrado que, en miocitos cardíacos, la angiotensina II
aumentaba la ‘Na’ la ‘Ca y la I~ e inhibia la k6 (Nilius y cols., 1989; Alíen y cols., 1996; Daleau
y Turgeon, 1994). Sin embargo, hasta la fecha, desconocíamos los efectos de la angiotensina II
sobre la corriente biKvl.5. Por tanto, en el siguiente grupo de experimentos, estudiamos los
efectos producidos por la angiotensina 11(0.1 hM) sobre esta corriente. En la parte superior de
la Figura 50 se muestran los trazos de corriente obtenidos al aplicar pulsos de 500 ms desde -80
hasta ±60mV en situación control y en presencia de la angiotensina II. La angiotensina II
produjo la misma disminución en la amplitud de la corriente al inicio y al final del pulso a +60
mV (11.2 ± 0.1 %, n 4, P < 0.05 vs. control). El ajuste a una función monoexponencial
(ecuación 3 de Material y Métodos) de los trazos de corriente de cierre obtenidos al repolarizar
a -40 mV proporcionó una constante de tiempo que en situación control fue de 25.1 ±13.3 ms.
La angiotensina II aumentó esta constante de tiempo hasta 48.6±24.1 ms, aunque este aumento
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Figura 50. Efectos de la angiotensina 11(0.1 hM) sobre las corrientes hKvl.5. A.
Trazos de corriente registrados al aplicar pulsos dc 500 ms desde -80 hasta +60 mV
en situación control y en presencia de angiotensina. B. Relación corriente-voltaje
(500 ms) en ausencia (e) y en presencia de angiotensina (o). C. Corriente relativa
(IATIÍ/ICON) calculada a partir de los datos del panel B, a cada nivel de potencial de
membrana. La línea punteada representa el ajuste de la curva de activación de los
canales hKvl .5 en situación control. D. Efectos de la angiotensina II sobre la
dependencia de voltaje de la activación de los canales hKvl .5. Las curvas de
activación en situación control (e) y en presencia de fármaco (O) fueron ajustadas a
una función de Boltzmann (ecuación 1).
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lacorriente hKvl .5 al final de los pulsos de 500 ms frente al potencial de membrana, en ausencia
y en presencia de la angiotensina II. Como puede observarse, la angiotensina II produjo un ligero
aumento en la amplitud de la corriente hKvl.5 a -30 mV. Sin embargo, a potenciales más
positivos disminuyó la amplitud de lacorriente hKvl .5. Como se observa en el panel C, en el que
se ha representado la corriente relativa (JÁTnJJCoN) frente al potencial de membrana, el porcentaje
de bloqueo aumentó en el rango de potenciales en el que se produce la apertura de los canales
(entre -30 y -10 mV) mientras que a potenciales más despolarizados, este valor no se modificó
(10.1 ±2.7% a +10 mV, vs. 11.2±0.1% a +60 mV, P >0.05, n = 4). En la Figura SOD se
representaron las curvas de activación obtenidas en ausencia y en presencia de la angiotensina
II. La angiotensina II no modificó la pendiente de la curva de activación (3.2 + 0.7 mV vs. 2.5
+ 0.3 mV, n = 4, P > 0.05). Sin embargo, desplazó el punto medio de la misma hacia potenciales
de membrana más negativos (-23.7±0.6mV vs. -16.7±3.4mV; n = 4, P <0.05), lo que explica
el aumento en la amplitud de la corriente que se observaba a potenciales negativos.
Estos resultados indican que la angiotensina II reproduce algunos de los efectos
observados con los antagonistas de los receptores ATí estudiados en esta Tesis Doctoral. Ello
constituye una evidencia adicional de que los efectos producidos por el losartán, el E-3 174, el
candesartán y el eprosartán sobre las corrientes hKvl.5 no son el resultado del antagonismo de
los efectos producidos por la angiotensina lía nivel del receptor Ah.
II. Características electrofisiológicas de la corriente ‘K registrada en miocitos ventriculares
de cobayo.
Para registrar la corriente ‘K sin la interferencia de otras corrientes iónicas, los miocitos
ventriculares de cobayo se perfundieron con una solución externa que contenía CoCí2 (2 mM)
y TTX (0.03 miN’I), para inhibir las corrientes de Ca2~ y la de Na~, respectivamente. Además, los
canales de Na~ se mantenían inactivados fijando el potencial a -40 mV. En estas condiciones, se
ha descrito que en miocitos ventriculares de cobayo la corriente ‘K está constituida por la suma
de dos corrientes, una que se activa rápidamente (JK) y otra que lo hace de forma más lenta (IKJ
(Sanguinetti & Jurkiewicz, 1990a, Valenzuela y cols., 1994, Delpón y cols., 1995). Al aplicar
pulsos de 5 s desde un potencial de fijación de -40 hasta +50 mV, en incrementos de 10 mV,
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Figura 51. Registros de comente ‘K obtenidos al aplicar
pulsos de 5 s desde -40 hasta +70 mV en incrementos de 10
mV. Tras repolarizar durante otros 5 s hasta -30 mV se
obtuvieron las corrientes de cierre.
registrábamosuna corriente de salida de K de amplitud creciente a medida que el pulso aplicado
alcanzaba potenciales más positivos y que se activaba lentamente (Figura 51). Cuando
repolarizábamos la membranaa -30 mV durante otros 5 s, registrábamos unas corrientes de cierre
de gran amplitud que representaron la deactivación de la corriente ‘K (Delpón y cols., 1995).
11.1. Efectos del losartán y del E-3174 sobre la corriente ‘K registrada en miocitos
ventriculares de cobayo.
En laFigura 52 se muestran los trazos de corriente ‘K obtenidos al aplicar pulsos de 5 s
desde -40 hasta +50 mV y las corrientes de cierre generadas al repolarizar a -30 mV, en ausencia
y en presencia del losartán (1 hM). Para obtener la ‘Km~ (amplitud máxima de la corriente de
salida) se calculó la diferencia entre la corriente medida al inicio del pulso, justo después del
artefacto capacitativo y la corriente medida al final del pulso despolarizante. Esteprocedimiento
permite medir la amplitud de la ‘K sin la contaminación de la ‘KI’ que se activa de forma tiempo-












Figura 52. Trazos de corriente ‘K registrados al aplicar pulsos de 5 s
desde -40 hasta +50 mV y tras repolarizar a -30 mV, en situación control
y en presencia de losartán (1 hM). En la parte inferior se representa la
relación entre la corriente sensible al losartán (ic-ILos) y la corriente en
situación control (13 (IcILos/Iú.
final de los pulsos hasta +50 mV un 27.5 ± 1.8 % (n = 5, P <0.01 vs. control), así como la
amplitud de la corriente de cierre (IKtail). La relación entre la corriente sensible al losartán (Jc-
‘Los) y la corriente en situación control (Ic), nos permitió obtener el cociente (Ic-ILos/ic), que
se muestra en forma punteada en la parte inferior de la Figura 52. El aumento del valor del
cociente, representa el aumento del bloqueo de lacorriente durante la aplicación delpulso. Puede
observarse que al inicio del pulso despolarizante no habíabloqueo previo, lo que nos confirmó
que el losartán no bloqueaba los canales en estado de reposo. El bloqueo apareció muy
rápidamente en el transcurso de la despolarización; tal vez como consecuencia de esta rapidez
en la aparición del bloqueo producido, éste no fue voltaje-dependiente. De hecho el porcentaje
de bloqueo cuando se aplicaron pulsos a -10 mV no fue diferente del obtenido a +50 mV (22.1
±2.4%;n = 6, P >0.05).
En la Figura 53 se muestran los trazos de corriente ‘K en ausencia y en presencia de dos
concentraciones (1 y 10 gM) del E-3 174. Al inicio de laperÑsión, el E-3 174 (1 gM) aumentó la
+50 mV
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Figura 53. Trazos de corriente ‘K registrados al aplicar pulsos de 5 s
desde -40 hasta +50 mV y tras repolarizar hasta -30 mV en situación
control y en presencia de E-3 174(1 y 10 gM).
amplitud de la corriente ‘K’ medida al final del pulso de 5 s a +50 mV, un 9.8±1.8 % (n 6, P
<0.05 Vs. control). Tras 10-15 minutos de perfusión, el E-3174 disminuyó la amplitud de la
corriente en un 8.2 ±1.7 % (P > 0.05 vs. control), sin modificar la amplitud de la corriente de
cierre. A 10 hM, no se observó el aumento transitorio y la disminución de la amplitud máxima
de la corriente de salida al final de los pulsos a +50 mV alcanzó el 16.0 ±1.5%(P <0.05 vs.
control), sin que se modificase la corriente de cierre. El hecho de que disminuyera la ‘Km~ sin
modificar la amplitud de la ‘Ktail parecía indicar que el E-3 174 producía efectos diferentes sobre
la ‘Kr y sobre la ‘Ks• En un intento de separar los efectos del E-3 174 sobre la ‘Kr’ utilizamos el
protocolo descrito en la parte superior de la Figura 54. Tras aplicar un pulso de 5 s desde -40
hasta +50 mV, se repolarizaba a O mV durante 10 s. En estas condiciones, la ‘Ks estaba
completamente deactivada, manteniéndose activada la ‘Kr por lo que al hiperpolarizar la
membrana hasta -50 mV y dada la marcada rectificación interna que presenta, obteníamos una
+so mv


























Figura 54. A. Trazos de corriente ‘K registrados al aplicar el protocolo
descrito en la parte supenor en ausencia y en presencia de E-3 174 (1
hM). B. Ampliación de las corrientes de cierre obtenidas al repolarizar





corriente de cierre debida a ‘Kr• El E-3 174 inhibió la corriente máxima de salida registrada tras
el pulso a +50 mV; sin embargo, aumentó la amplitud de la corriente de cierre obtenida a -50 mV
en un 15.3 + 2.3 % (n = 5, P <0.05 vs. control). En el panel E, se observa con más detalle el
aumento que el E-3 174 produjo sobre la corriente de cierre obtenida al repolarizar a -50 mV.
Todos estos resultados sugierenque el E-3 174 aumenta la I~ e inhibe la ‘Ks’ mientras que
el losartáninhibió ambas corrientes. En miocitos cardíacos de cobayo es muy dificil caracterizar
bien los efectos que produce un fármaco sobre la ‘Kr’ ya que hasta el momento no disponemos
de un fármaco, toxina o catión capaz de bloquear selectivamente los canales Ks, sin modificar
las propiedades voltaje- o tiempo-dependientes de los canales Kr. Por ello, si queremos analizar
los efectos de un fármaco sobre la ‘K,-’ debemos expresar el ADNC que codifica la subunidad c~
del canal Kr (HERG) en una línea celular.
III. Características electrofisiológicas de la corriente ‘Ka registrada en miocitos
ventriculares de cobayo.
Para estudiar los efectos del losartán y de su metabolito sobre la ‘Ks’ fue necesario inhibir
previamente la ‘Kr Para ello, perfundimos los miocitos ventriculares de cobayo con una solución
externa que contenía 30 hM de C13La, un bloqueante selectivo de la ‘Kr (Sanguinetti y
Jurkiewicz,1990b, Valenzuela y cols., 1994, Delpón y cols., 1995). Como puede observarse en
la Figura 55, al aplicarpulsos despolarizantes se obtiene una corriente de salida de K~ (IKS), que
se activa más lentamente que la ‘K debido a la ausencia del componente de activación rápida
(I¿. Para registrar la comente ‘Ks’ aplicábamos pulsos despolarizantes desde -40 hasta +70 mV
en incrementos de 10 mV y, posteriormente, repolarizábamos hasta -30 mV, en ausencia y en
presencia del losartány delE-3 174. La ‘Ksm~ (amplitudmáxima de la corriente ‘Ks) fue obtenida
al calcular la diferencia entre la corriente medida justo tras el artefacto capacitativo y la corriente
medida al final del pulso despolarizante.
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Figura 55. Registros de corriente ‘Ks obtenidos al aplicar
pulsos de 5 s desde -40 hasta +70 mV en incrementos de 10
mV, repolarizando durante otros 5 s hasta -30 mV para
obtener las corrientes de cierre.
111.1. Efectos del losartán y del E-3174 sobre la corriente ‘Ks registrada en miocitos
ventriculares de cobayo.
En la Figura 56 se muestran registros de corriente ‘Ks obtenidos al aplicar pulsos de 5 s
desde -40 hasta +50 mV, en situación control y en presencia del losartán. El losartán inhibió la
‘Ks,m~ un 18.4±3.2%(n —6, P <0.05 vs. control) a +50 mV, valor que no fue estadísticamente
diferente de la disminución observada a -10 mV (22.0±4.2 %, n = 6, P >0.05). Tomando este
porcentaje de inhibición como índice de bloqueo calculamos la DE50, que resultó ser de4.4±0.3
uM. Asimismo, puede observarse que también disminuyó el pico máximo de la corriente de
cierre (iKs,~íl) registrada a -30 mV. Para analizar la cinética de aparición del bloqueo producido
por el losartán, calculamos el cociente entre la corriente sensible al losartán (Ic-ILos) y la
comente en situación control [(ic-ILos)IJc](parte inferiorde la Figura 56). Puede observarse que
el bloqueo aparece tras aplicar el pulso despolarizante, alcanzando un valor estable antes del
primer segundo. El ajuste de los valores del cociente [(Ic-ILos)/Ic] a una función











Figura 56. Trazos de comente ‘Ks registrados al aplicar pulsos de 5 s
desde -40 hasta +50 mV y de las corrientes de cierre registradas al
repolarizar a -30 mV en situación control y en presencia de losartán (1
jM). En la parte inferior se representa la relación entre la corriente
sensible al losartán (‘c-’Los) y la corriente en situación control (‘c) (1c
‘LOs/Ic). La línea continua representa el ajuste de estos datos a una
función monoexponencial.
de aparición del bloqueo (tbíoquej. La tbíoqu~ para el losartán fue de 481.1 ±64.7 ms (n = 6) a
+60 mV, que es un valor muy similar al observado con la propafenona en estas mismas
condiciones experimentales (Delpón y cols., 1995). Esto sugiere laposibilidad de que el losartán
se una al canal Ks cuando éste transita a través de los estados intermedios existentes entre los
estados cerrado y abierto del canal.
Por su parte, el E-3 174 produjo un efecto voltaje-dependiente, de tal manera que inhibió
discretamente la comente ‘Ks a potenciales muy positivos (> +30 mV) (6.5 ±0.7 % a +50 mV;
n = 5, P > 0.05 vs. control), obteniendo una DE
50 de 14.4 + 1.8 %, mientras que a potenciales
menos despolarizados, produjo un aumento en la amplitud de la corriente. De hecho, a +10 mV
la corriente en presencia del E-3 174 fue 1.2±0.1veces mayor que en situación control.
+50 mV











Figura 57. Trazos de comente ‘Ks registrados al aplicar pulsos de 5 s
desde -40 hasta +50 mV y de las corrientes de cierre registradas al
repolarizar a -30 mV en situación control y en presencia de E-3174 (1
hM).
En la Figura 57, se muestran los registros de corriente ‘Ks obtenidos al aplicar un pulso
de 5 s desde -40 hasta +50 mV, así como las corrientes de cierre registradas tras repolarizar la
membrana a -30 mV durante otros 5 s. Como puede observarse el E-3 174, produjo una ligera
disminución en la amplitud de la corriente que aparecía una vez iniciada la apertura de los
canales.
En la Figura 58A se muestran las curvas de activación obtenidas al representar la ‘Ks,tai¡
registrada al repolarizar la membrana hasta -30 mV en función del potencial de membrana, en
ausencia y en presencia del losartán. En situación control, ajustamos las curvas de activación a
una función de Boltzmann (ecuación 1 del Material y Métodos) y obtuvimos los valores de Eh
y k, que resultaron ser 26.7±2.5mV y 22.4±1.5 mV, respectivamente. El losartán no modificó
+50 mV



































Potencial de membrana (mV)
Potencial de membrana (mV)
Figura 58. Efectos del losartán (panel A) y del E-3 174 (panel B) sobre
la dependencia de voltaje de la activación de los canales Ks. Las curvas
de activación en situación control (e) y en presencia de fármaco (O)
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el valor del punto medio de activación (Eh = 26.3 + 2.4 mV, n = 6, P > 0.05), pero aumentó la
pendiente de la curva hasta 19.2±1.6 mV (n = 6, P <0.05). Para una mejor comparación de las
curvas de activación, la curva obtenida en presencia del fármaco fue normalizada con respecto
al valor de amplitud del pico de la corriente de cierre obtenida a +70 mV (línea de puntos en la
Figura 5 SA). En la Figura 58B se muestran las curvas de activación obtenidas en ausencia y en
presencia del E-3 174. El E-3 174 no modificó la pendiente de la curva (20.1 As 0.3 mV vs. 20.7
+ 0.8 mV, n = 5, P >0.05), pero desplazó el Eh hacia valores más negativos de potencial (26.1
±2.3 mV vs. 29.4±2.7 mV, n = 5, P <0.05), un efecto que puede explicar el aumento en la
amplitud de la corriente producido a potenciales inferiores a +30 mV.
111.2. Efectos sobre la cinética de activación y deactivación de la ‘Ks-
Las amplitudes de las corrientes de cierre obtenidas al repolarizar a -30 mV, tras aplicar
pulsos desde -40 hasta +50 mV de duración creciente (de 0.25 a 10 s) a intervalos de 30 s, fueron
ajustadas a una función monoexponencial (ecuación 3); elIo nos permitió calcular la constante
de tiempo dominante del proceso, que representa la constante de tiempo de la activación de los
canales Ks (White y Bezanilla, 1985; Valenzuela y cols., 1994, Delpón y cols., 1995). Ni el
losartán ni su metabolito modificaron la constante de tiempo del proceso. Así, las constantes de
tiempo de activación en ausencia y en presencia del losartán fueron 2320.3 ±257.4 ms y 2686.5
±217.2ms (n = 5, P >0.05), respectivamente y 2984.7±¶36.3 ms y 2772.1 ±230.7ms (n 5,
P >0.05) en ausencia y en presencia del E-3 174.
Asimismo, estudiamos los efectos del losartán y del E-3 174 sobre la cinética de las
comentes de cierre obtenidas al repolarizar a -30 mV tras aplicar un pulso de 5 s a +50 mV.
Ajustamos los trazos de corriente a una función biexponencial y obtuvimos una constante de
tiempo rápida (tr) y una otra lenta (tj), que no se modificaron en presencia del losartán (378.7
+ 73.2 ms y 2450.4 ±446.6 ms). Por el contrario, el E-3 174 aumentó el valor tanto de la ‘tr
(299.4±35.0ms vs. 379.6±43.2ms, n = 5) como de la t1 (2029.5±113.0ms vs. 2288.32.5 ms,
n = 5), si bien estos cambios no alcanzaron significación estadística.
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IV. Efectos del losartán y del E-3174 sobre los potenciales de acción registrados en
músculos papilares de cobayo.
Los efectos electrofisiológicos del losartán y del E-3 174 sobre los PA rápidos, Na-
dependientes, fueron estudiados en músculos papilares de cobayo estimulados a la frecuencia
basal de 1 Hz. Las preparaciones fueron perfundidas con una solución cuya composición era
idéntica a la solución externa utilizada para analizar la ‘Kr y la ‘Ks en miocitos ventriculares
aislados. En primer lugar, se perfundieron los músculos papilares con una solución externa que
contenía 2 mM de CoCí2 y se obtuvieron los parámetros que definen el PA cardíaco. Tras 30
minutos de perfusión con losartán (1 1tM) ó con E-3 174 (1 gM), se observó que ninguno de los
dos farmacos modificó ni el potencial de reposo (-78.7±0.7mV) ni la amplitud del PA (106.7
+ 2.2 mV) (n = 12). En estas condiciones, el losartán prolongó la DPA50 (desde 157.3 + 2.9 hasta
170.0±3.8 ms, n = 6, P <0.05) y la DPA90 (desde 204.0±3.5hasta 225±3.8ms, n = 6, P <
A
Losartán E3174 1 ~iMj IjIM
5OmV
B 50 ms
~- control e- Control
E3174 1 gM
Figura 59. Efectos del losartán (1 hM) y E-3174 (1 hM) sobre los potenciales de acción
registrados en músculos papilares de cobayo perifindidos con solución externa con Co
24 (2 mM)







0.05). Por su parte, el E-3 174 prolongó la DPA90 desde 156.2±7.2ms hasta 167.7±9.3ms (n
6, P <0.05), sin modificar la DPA50 (1 19~2 ±7.7vs. 125.0±10 ms, n 6, P >0.05) (Figura
59A). En ambos casos, los efectos producidos sobre los PA ventriculares fueron revertidos tras
perfundir los músculos papilares con una solución carente de fármaco.
En otro grupo de experimentos, los músculos papilares se perftindieron con una solución
externa que contenía 2 mM de CoCí2 y 30 hM de LaCl3, lo que nos permitió registrarpotenciales
de acción ventriculares en los que estaba completamente inhibida la ‘Kr~ Ninguno de los dos
fármacos modificó ni el potencial de reposo ni la amplitud del PA. El losartán tampoco modificó
laDPA50 ni la DPA90, mientras que el E-3 174 produjo un acortamiento en laDPA~0 desde 161.6
±7.5ms hasta 150.5 ±7.9ms (n 6, P <0.05) (Figura 59B). También en estas circunstancias
comprobamos que los efectos producidos por el E-3174 se revertían tras perfundir las
preparaciones con solución carente de fármaco. Estos resultados sugieren que la prolongación
en la DPA que produce el losartán podría deberse a la inhibición de la corriente ‘Kr’ ya que
desaparece cuando en presencia de La
3~. Sin embargo, el efecto “agonista” producido por el E-
3174 sobre la ‘Kr parece verse enmascarado por el efecto que éste fármaco pueda ejercer sobre
alguna otra corriente involucrada en la repolarización del PA.
V. Características electrofisiológicas de la corriente HERG.
Se ha descrito que el gen HERG (Human eag related gene) codifica la expresión de los
canales responsables de la corriente rectificadora tardía de activación rápida, ‘Kr’ presente en
miocítos cardíacos humanos (Sanguinetti y cols., 1995). En la Figura 60 se muestran registros
de corriente HERG obtenidos tras aplicar pulsos de 5 s de duración desde -80 mV hasta
potenciales comprendidos entre +60 y O mV (panel A) y entre O y -80 mV (panel B), en
incrementos de -20 mV, así como las corrientes de cierre obtenidas al repolarizar la membrana
a -60 mV durante otros 5 s. Entre -80 y -50 mV, no se registraron corrientes voltaje--
dependientes, pero a potenciales más positivos se observó una corriente de salida de K~ de
amplitud creciente, que alcanzó su valor máximo a O mV (panel B). A potenciales más
despolarizados, la amplitud de la corriente fue disminuyendo a medida que el pulso alcanzaba


















Figura 60. Trazos de corriente HERG registrados tras aplicar pulsos de
5 s desde -80 mV hasta potenciales comprendidos entre +60 y O mV
(panel A) y entre O y -80 mV (panel B) y las corrientes de cierre
registradas al repolarizar a -60 mV.
menor a la obtenida a O mV. Es decir, que esta corriente presenta una marcada rectificación




obtenía una comente de cierre de gran amplitud, mucho mayor a la corriente máxima de salida
de K” registrada tras aplicar pulsos a potenciales positivos (227.9±33.0pA vs. 35.1 ±10.2 pA,
a +60 mV. n = 22, P <0.01).
La cinética de la activación de las corrientes HERG resultó ser voltaje-dependiente. Para
analizarla, ajustamos los trazos de corriente a una función monoexponencial (ecuación 3)
obteniendo la constante de tiempo de activación, que resultó ser de 1267.4 + 126.7 ms a O mV
y de 287.7 + 38.0 msa +40mV (n = 21, P <0.01). La dependencia de voltaje y las características
cinéticas, así como la marcada rectificación de las corrientes registradas concuerdan con las
descritas previamente para la corriente ‘Kr (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990a; Delpón y cols.,
1995; Sanguinetti y cols., 1995).
V.1. Efectos de losartán, E-3174, eprosartán y candesartán sobre la corriente HERG.
En el panel A de la Figura 61 se muestran los trazos de corriente ITJERG obtenidos en
células CHO tras aplicar pulsos de 5 s desde -80 hasta±20mV, así como las corrientes de cierre
registradas al repolarizar la membrana a -60 mV, en ausencia y en presencia del losartán (1 iM).
Se puede observar que el fármaco disminuyó la amplitud tanto de la corriente máxima obtenida
a +20 mV (9.8±1.3 %, n = 6, P < 0.05 vs. control) como de la corriente de cierre. En el panel
B, se muestran las relaciones corriente-voltaje, obtenidas al representar la amplitud de la
corriente medida al final de los pulsos de 5 s en función del potencial de membrana. Como
podemos observar, el losartán disminuyó la amplitud de la corriente a todos los potenciales de
membrana a los cuales la corriente estaba activada (entre -40 y +60 mV), siendo el porcentaje
de bloqueo a O mV del 23.3 As 4.8 % (n = 6, P <0.05 vs. control) y del 32.5±3.9% (P <0.05 vs.
control) a +40 mV, obteniéndose un valorde DE50 de 2.1 1 0.3 gM a +40 mV. En la Figura 62A,
se representan los trazos de corriente HERG obtenidos al aplicar pulsos de 5 s desde -80 hasta
+10 mV, así como las corrientes de cierre obtenidas tras repolarizar a -60 mV, en situación
control y en presencia del E-3 174 (1 hM). El fármaco produjo un importante aumento de la
amplitud de la corriente ITIERG obtenida al aplicar el pulso a +10 mV (17.6 As 3.5%, n = 6, P <
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Figura 61. A. Trazos de corriente HERG registrados tras aplicar pulsos
dc 5 s desde -80 hasta +20 mV y, posteriormente, hasta -60 mV en
ausencia y en presencia de losartán (1 gM). B. Relaciones corriente-
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Figura 62. A. Trazos de corriente HERG registrados tras aplicar pulsos
de 5 s desde -80 hasta +10 mV y tras repolarizar hasta -60 mV, en
ausencia y en presencia de E-3174 (1 gM). 13. Relaciones corriente-
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Como puede observarse en el panel B de la Figura, el fármaco aumentó la amplitud de
la corriente HERG obtenida con pulsos entre -40 y +30 mV, produciéndose el máximo aumento
a O mV (30.5 + 6.2%, n = 6, P <0.05 vs. control). Sin embargo, a potenciales positivos, el E-
3174 disminuyó la amplitud de la corriente, alcanzando un porcentaje de bloqueo a +40 mV del
30.5±5.1 % (P <0.05 vs. control) y un valor para la DE50 de 2.3±0.2 hM.
En el panel A de la Figura 63, se muestran los trazos de corriente HERG obtenidos al
aplicar pulsos de 5 s desde -80 hasta O mV y las corrientes de cierre obtenidas al repolarizara -60
mV, en situación control y en presencia del eprosartán (1 hM). Como podemos observar el
eprosartán aumentó la amplitud de lacorriente HERG a O mV (14.5 ±9.6 %, n = 6, P < 0.05 vs.
control), sin modificar la amplitud de la corriente de cierre registrada al repolarizar a -60 mV.
Al representar las curvas I-V (panel B), observamos que el eprosartán aumentó la amplitud de
la corriente a potenciales comprendidos entre -30 y O mV, alcanzando el máximo aumento a O
mV. Entre +10 y +30 mV, el fármaco disminuyó la amplitud de la corriente, alcanzando un 18.5
±2.4% de bloqueo a +30 mV (P > 0.05 VS. control) (DE50= 4.4±0.6 hM).
En la Figura 64A, se representan los registros de corriente HERG obtenidos al aplicar
pulsos dc 5 s desde -80 hasta O mV, así como las corrientes de cierre obtenidas al repolarizar la
membrana a -60 mV, en ausencia y en presencia del candesartán (0.1 gM). Podemos observar
que el candesartán aumentó la amplitud de la corriente hasta un un 8.5 ±3.8 % al final del puíso
de 5 s hasta O mV (n = 7, P > 0.05 vs. control). Sin embargo, el fármaco no modificó la corriente
de cierre obtenida a -60 mV. En la Figura 64B se han representado las curvas I-V en situación
control y en presencia del candesartán. Podemos observar que el fármaco aumentó la corriente
HERG entre -40 yO mV, alcanzando el máximo porcentaje de aumento a -10 mV (23.2±4.6%,
n = 7, P > 0.05 vs. control). A potenciales más positivos (>0 mV), el candesartán disminuyó la
amplitud de la corriente, produciendo un bloqueo del 29.2 ±2.4 % a +40 mV (P <0.05 vs.
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Figura 63. A. Trazos de corriente HERG registrados tras aplicar pulsos
de 5 s desde -80 hasta O mV y tras repolarizar hasta -60 mV en ausencia
y en presencia de eprosartán (1 jiM). B. Relaciones corriente-voltaje (5
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F¡gnra 64. A. Trazos de corriente HFRG registrados tras aplicar pulsos
de 5 s desde -80 hasta O mV y tras repolarizar hasta -60 mV en ausencia
y en presencia de candesartán (0.1 gM). 13-Relaciones corriente-voltaje










V.2. Efectos sobre la dependencia de voltaje de la activación de los canales HERG.
Para analizar los efectos de los bloqueantes de los receptores ATí sobre las curvas de
activación de los canales HERO, representamos el pico de laamplitud de las corrientes de cierre
obtenidas al repolarizar a -60 mV frente al potencial de membrana, en situación control y en
presencia de cada uno de los fármacos objetos de estudio. En la Figura 65A se han representado
las curvas de activación en ausencia y en presencia del losartán. La curva de activación control
se ajustó a una función de Boltzmann (ecuación 1) y se obtuvieron los valores del punto medio
(Eh~ -12.7±1.5 mV) y de la inversa de la pendiente de la curva (k 8.3±1.5 mV). Como se
puede observar, el losartán disminuyó la amplitud de las corrientes de cierre entre 0 y +60 mV.
Además, desplazó el Eh hacia potenciales más negativos (Eh -19.9 ±3.6, P <0.05, n = 4) y
disminuyó la pendiente, aunque este cambio no alcanzó significación estadística (k= 6.5 ±0.5,
P>O.05,n= 4).
En laFigura 65B se muestran las curvas de activación en situación control y en presencia
del E-3 174. El fármaco aumentó la amplitud del pico de la corriente de cierre entre -40 y +10
mV, mientras que a potenciales positivos apenas la modificó. Además, desplazó el Eh de la curva
hacia valores de potencial más negativo, desde -2.6±1.7 hasta -10.1 ±4.0mV (P <0.05, n = 5),
lo que puede explicar, al menos en parte, el aumento en la amplitud de la corriente HERO
producido por el E-3 174 a potenciales negativos. Sin embargo, no modificó la pendiente de la
curva de activación (8.3 ±0.5mV VS. 8.5±0.5mV, P >0.05, n = 5).
En laFigura 66A se representan las curvas de activación en ausencia y en presencia del
eprosartán. Los valores de Eh y k obtenidos en situación control fueron -4.6±2.1 mV y 8.1 ±0.3
mV, respectivamente. Entre -40 y -10 mV, el eprosartán aumentó la amplitud del pico de las
corrientes de cierre. Sin embargo, a potenciales más positivos (> O mV) la disminuyó
marcadamente. El eprosartán no modificó la pendiente de la curva (8.1 As 0.2 mV vs. 8.1 ±0.3
mV, P > 0.05, u = 5), pero desplazó el punto medio hacia valores de potencial más negativos,
desde -4.6±2.1mV hasta -9.2±3.0 mV (P <0.05, n 5); este último efecto sería responsable
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Figura 65. Efectos del losartán (panel A) y del E-3174
(panel B) sobre la dependencia de voltaje de la activación de
los canales HERO. Las curvas de activación en situación
control (e) y en presencia de fármaco (o) fueron ajustadas
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Figura 66. Efectos del eprosartán (panel A) y del candesartán
(panel B) sobre la dependencia de voltaje de la activación de los
canales HERO. Las curvas de activación en situación control (e)
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En la Figura 66B pueden observarse los valores medios de las curvas de activación en
situación control y en presencia del candesartán. Al igual que sucedía con el eprosartán, el
candesartán aumentó la amplitud del pico de las corrientes de cierre entre -40 y O mV, mientras
que a potenciales positivos (>+10 mV) las disminuyó ligeramente. Los valores de Eh y k
obtenidos tras el ajuste de la curva control a una función de Boltzmann fueron -4.9 ±2.6 mV y
8.1 ±0.3mV (n = 8), respectivamente. El candesartán desplazó el Eh hacia valores de potencial
más negativos (-14.3 ±3.3 mV, P < 0.05), sin modificar la pendiente de la curva (k= 8.4±0.5
mV, P > 0.05). El desplazamiento del punto medio puede, de nuevo, explicar el aumento en la
amplitud de la corriente HERG, que producía el candesartán a potenciales entre -40 y O mV.
V.3. Efectos sobre la cinética de las corrientes de cierre.
Al repolarizar la membrana a -60 mV se obtenía una corriente de cierre de una gran
amplitud. La cinética de calda de dicha corriente de cierre resultó ser bifásica, de tal forma que
los trazos de las corrientes de cierre fueron ajustados a una función biexponencial, obteniéndose
una constante de tiempo rápida (tr = 226.1 + 14.5 ms) y otra lenta (t1 = 1271.0 + 82.7 ms). Sin
embargo, ninguno de los fármacos ensayados modificó las constantes de tiempo de las corrientes
de cierre (Tabla 15).
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Tabla 15. Efectos sobre la cinética de deactivación de la corriente HERO. Se han representado
las constantes de tiempo obtenidas al ajustar la corriente de cierre a una función biexponencial
en situación control y en presencia de cada uno de los fármacos ensayados.
tr (ms) t1 (ms)
Control 273.1 ±76.7 1508.3±388.1
Losartán 217.2 + 39.4 1285.6±279.6
Control 230.9±30.5 1391.4±161.9





VI. Características electrolisiolágicas de la corriente KvLQT1 +minK.
En el año 1996, se describió que la corriente de 10 rectificadora tardía de activación lenta,
‘Ks’ erael resultado de la coexpresión de un gen que codifica la subunidad a de un canal de 10
voltaje-dependiente de estructura clásica, KvLQT1 y del gen KCNE1, que codifica la expresión
de una subunidad f3 moduladora, denominada miniK (Barhanin y cols., 1996, Sanguinetti y cols.,
1 996b). La expresión de la subunidad minK en oocitos de Xenopus laeVis permite registrar una
corriente similar a la ‘Ks’ lo que indica que minK se estaba ensamblando con una proteína
KvLQT1, presente de forma endógena en los oocitos y que es homóloga a la proteína humana.
Posteriormente, se ha demostrado que mutaciones en los genes que codifican la expresión de
KvLQT1 o minK, son responsables de dos tipos de síndrome de QT largo congénito Romano
Ward, el tipo 1 (LQT1) (Wang y cols., 1996) y el tipo 5 (LQTS) (Splawski y cols., 1997),
respectivamente.
Para estudiar los efectos de eprosartán y candesartán sobre las corrientes generadas por
los canales KvLQT1+minK, se transfectaron los ADNC que codifican la expresión de KvLQT1
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Figura 67. Trazos de corriente KvLQT1+minK registrados al aplicar
pulsos de 2 s desde -80 hasta +60 mV en incrementos de 10 mV,
repolarizando a -40 mV durante otros 2 s para obtener las corrientes de
cierre.
y de minK, en células CHO, de tal manera que éstas expresaron los canales de forma transitoria.
En la Figura 67 se muestran trazos de corriente KvLQTl+minK obtenidos en células CHO al
aplicar pulsos de 2 s desde -80 hasta +60 mV en incrementos de -10 mV y las corrientes de cierre
obtenidas al repolarizar durante otros 2 s a -40 mV. Entre -80 y -40 mV no se observaron
corrientes voltaje-dependientes. Cuando aplicábamos pulsos a potenciales más positivos,
registramos una corriente de salida de K~, cuya amplitud aumentó progresivamente al
incrementar la amplitud del pulso despolarizante, hasta alcanzar un valor de 2357.7 + 284.6 pA,








saturación; de hecho, no se llegaba a activar completamente en el transcurso de los 2 s que
duraba el pulso despolarizante. Asimismo presentó una cinética de deactivación lenta (888.7 ±
82.5 ms, n = 18), lo que explicaría el aumento de la corriente activada en situaciones de
estimulación repetitiva. Para construir las curvas de activación de la corriente KvLQT1+minK
representamos la amplitud del pico máximo de las corrientes de cierre en función del potencial
de membrana. Tras realizar un ajuste de los datos experimentales a una función de Boltzmann,
obtuvimos los parámetros que definen la curva de activación, Eh y k, que en nuestras condiciones
experimentales alcanzaron valores de 29.9 ±3.9 mV y 17.7 ±0.4 mV (n = 17). Todas estas
características cinéticas y de dependencia de voltaje de la corriente KvLQT1+minK coinciden
con las descritas anteriormente para la corriente ‘Kg (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990a; Delpón y
cols., 1995; Barhanin y cols., 1996; Sanguinetti y cols., 1996b).
VI.1. Efectos del eprosartán y del candesartén sobre la corriente KvLQT1 + minK
Para analizar los efectos de la perfusión del fármaco sobre la corriente KvLQT1+minK
utilizábamos un protocolo experimental que consistía en aplicar pulsos de 2 s desde el potencial
de fijación de -80 mV hasta +60 mV, repolarizando a -40 mV durante otros 2 s, para obtener las
corrientes de cierre. Los pulsos eran aplicados cada 60 s para permitir la completa recuperación
de la corriente. En la Figura 68A se muestran los efectos del eprosartán (1 hM) sobre las
corrientes KvLQT1+minK en estas condiciones. Transcurridos unos 3 minutos desde el inicio
de la perfusión del fármaco, se observaba que éste aumentó progresivamente la amplitud de la
corriente KvLQTl+minK, alcanzando su efecto máximo a los 6 minutos aproximadamente (8.8
±2.7%, n = 7, P < 0.05 VS. control). A partir de este momento, el fármaco disminuía
progresivamente la amplitud de la corriente registrada a +60 mV hasta que se alcanzó un valor
estable de bloqueo del 17.7 ±3.0 % (n 7, P < 0.05 Vs. control). Utilizando el porcentaje de
bloqueo obtenido a +60 mV, calculamos el valor de laDE50 (ecuación 5), que resultó ser de 4.6
+ 0.3 ¡.iM.
En la Figura 68B se representan los efectos del candesartán (0.1 pM) sobre las corrientes
KvLQT1 +minK, obtenidas al aplicar elprotocolo experimental descrito anteriormente y que está











Figura 68. Efectos del eprosartán (1 hM) (panel A) y candesartán (0.1
hM) (panel B) sobre las corrientes KvLQT1+minK registradas tras
aplicar pulsos desde -80 hasta +60 mV y sobre las corrientes de cierre
registradas al repolarizar a -40 mV.
amplitudde la corriente obtenida con el pulso a +60 mV de un 38.8±6.3% (n = 5, P <0.01 Vs.
control), sin que se observara un aumento inicial en su amplitud. La DE50 obtenida para el
candesartánresultó ser de 0.2 As 0.04 hM, lo que indica que éste era unas 20 veces más potente
que el eprosartán para inhibir la corriente KvLQTI+minK. Asimismo, el candesartán disminuyó
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marcadamente la amplitud de la corriente de cierre obtenida al repolarizar a -40 mV. Para
analizar la cinética del bloqueo producido por el candesartán realizamos la sustracción digital de
los trazos de corriente obtenidos en situación control y de los obtenidos en presencia del
candesartán (Ic-IcAND). El cociente entre este valor y la amplitud de la corriente registrada en
situación control, representa la corriente sensible a candesartán [(‘c-’cAND)/Ic].El ajuste de los
datos obtenidos a una función monoexponencial nos permitió obtener una constante de tiempo
(z= 366.6 ±142 ms, n = 5), que representa la constante de tiempo de aparición del bloqueo. Es
decir, que el bloqueo de los canales KvLQT1+minK, producido por el candesartán aparece de
forma muy rápida, alcanzando estado estable antes de que transcurra el primer segundo.
VI.2. Efectos sobre la cinética de la activación de la corriente KvLQTI+minK.
La corriente KvLQTI+minK presenta una activación sigmoidal, con una cinética muy
lenta. Para estudiar los efectos de candesartán y eprosartán sobre la cinética de activación de la
corriente KvLQTI + miniK ajustamos el trazo de corriente a +60 mV, entre el final del tramo
sigmoidal y la máxima amplitud de lacorriente, a una funciónbiexponencial. Los valores de las
constantes de tiempo, rápida y lenta, que resultaron del ajuste, fueron 237.5±28.6ms y 1128.1
±143.8 ms (n = 12), respectivamente. En presencia del eprosartán, las constantes de tiempo de
activación fueron de 256.7 + 53.6 ms y 1063.5±151.5 ms (n = 5, P >0.05) y en presencia del
candesartán de 208.3±38.7ms y 1105.7±313.0ms (n = 7, P >0.05). Es decir, que ninguno de
los dos fármacos ensayados modificó el curso temporal de la activación de la corriente
KvLQT1+minK.
VI.3. Efectos sobre la cinética de la deactivación de la corriente KvLQT1+minK.
Tras repolarizar la membrana a -40 mV, obteníamos las corrientes de cierre, que
representan el cierre de los canales KvLQT1+minK. Para estudiar tanto la cinética del proceso
como los efectos del eprosartán y del candesartán sobre ella, se ajustaron los trazos de corriente
a una función monoexponencial (ecuación 3), obteniendo la constante de tiempo de deactivación
de la corriente. Ninguno de los dos fármacos modificó la cinética de deactivación de la corriente
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de cierre. De hecho, en ausencia y en presencia del eprosartán las constantes de tiempo obtenidas
fueron 899.6 + 68.6 y 858.9 + 52.2 ms (n — 9, P > 0.05), respectivamente, mientras que en
situación control y en presencia de candesartán fueron 887.5±92.3y 885.1 ±80.6 ms (n = 9, P
> 0.05), respectivamente.
VII. Características electrofisiológicas de la corriente Kv4.3.
La expresión del ADNCque codifica el canal Kv4.3 en sistemas de expresión heterólogos,
ha permitido comprobar que la corriente registrada presenta unas características muy similares
a las de la corriente ‘tol’ responsable de la fase 1 del potencial de acción cardíaco humano
(Comer y cols., 1994; Dixon y cols., 1996; Franqueza y cols., 1999).
Para estudiar los efectos de eprosartán y candesartán sobre las corrientes generadas por
los canales Kv4.3, se transfectó el ADNC que codifica la expresión de estos canales en células
CHO, lo que permitió su expresión de forma transitoria. En la Figura 69A se han representado
los trazos de corriente Kv4.3 obtenidos mediante el protocolo descrito en la parte superior de la
Figura, que consistía en aplicar pulsos de 250 ms de duración desde el potencial de fijación -80
hasta +50 mV en incrementos de 10 mV. Después, repolarizábamos la membrana a -40 mV,
obteniéndo unas corrientes de cierre de una amplitud muy pequeña. Este protocolo era el que
utilizábamos para elaborar las curvas I-V. Como puede observarse, a potenciales positivos a -30
mV se registró una corriente cuya amplitud aumentaba según el pulso despolarizante era más
positivo, hasta alcanzar un valor de 2889.4±602.7 pA a +50 mV (n = 14). La corriente Kv4.3
se activa rápidamente, siguiendo un proceso sigmoidal, alcanza un pico máximo y se inactiva
completamente también de forma muy rápida. Para analizar la cinética del proceso de activación
se ajustaron a una función monoexponencial los trazos de corriente desde el final del tramo
sigmoidal hasta el pico máximo de la corriente (Figura 69B), lo que nos permitió obtener la
constante de tiempo dominante del proceso, que resultó ser 1.3±0.1msa +50 mV (n = 14). Sin
embargo, para análizar la cinética de la inactivación de la corriente, ajustamos la caída de la
misma durante el pulso despolarizante a una función biexponencial, obteniendo una constante
de tiempo rápida, tr y otra lenta,’r1, cuyos valores a +50 mV resultaron ser 23.3±1.8 ms y 77.t±
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Figura 69. A. Trazos de corriente Kv4.3 registrados tras aplicar pulsos de 250 ms desde
-80 hasta +50 mV en incrementos de 10 mV. 13. Ajuste ¡nonoexponencial del tramo inicial
del trazo de corriente a +50 mV. C. Ajuste monoexponencial de la corriente de cierre
obtenida al repolarizar a -40 mV.
-40 mV
= 1.3 ~ 0.1 tus
tr = 23.3±1.8 tus
t~= 77.1±5.7ms
2 ms 100 tus
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VII.1. Efectos del eprosartán y del candesartán sobre la corriente Kv4.3.
En la Figura 70A se muestran los trazos de corriente Kv4.3 registrados en células CHO
tras aplicar pulsos de 250 ms desde -80 hasta+50 mV, en ausencia y en presencia del eprosartán
(1 gM). Como puede observarse, el eprosartán disminuyó la amplitud del pico de la corriente
registrada a +50 mV (22.2 ±3.5%, n = 9, P <0.05 VS. control). Tomando este porcentaje de
disminución como índice de bloqueo y utilizando la ecuación 5 de Material y Métodos, se
calculó la DE50, que resultó ser de 4.3 ±0.7 .iM. Además, aceleró ligeramente la inactivación
de la corriente Kv4.3, aunque esta aceleración no alcanzó significación estadística (17.2 ±2.6
y 60.9 + 6.7 nas vs. 19.5 As 4.1 y 67.9 + 8.9 ms, P > 0.05). En la Figura 70B se muestran las
curvas I-V obtenidas al representar la amplitud del pico máximo de la corriente en función del
potencial de membrana en situación control y en presencia del eprosartán. Como puede
observarse, el eprosartán disminuyó la amplitud de la corriente a todos los valores de potencial
a los cuales ésta estaba activada (entre -10 y +50 mV). Con el fin de determinar la posible
dependencia de voltaje del bloqueo representamos la corriente relativa (‘EPRO/JCON) frente al
potencial de membrana (panel C de la Figura 70). Como puede observarse, el bloqueo producido
por el eprosartán fue aumentando a partir de -20 mV y alcanzó un valor máximo a -10 mV de
35.0±11.02 % (n 9, P <0.05 vs. control). A potenciales más positivos, el porcentaje de
bloqueo disminuyó de forma voltaje-dependiente hasta alcanzar el 22.2 ±3.5% a +50 mV (P <
0.05 vs. -10 mV).
En laFigura 71A se muestran los trazos de corriente Kv4.3 registrados al aplicar un pulso
de 250 ms de duración desde -80 hasta +50 mV en situación control y en presencia del
candesartán (0.1 gM). El candesartán disminuyó la amplitud del pico máximo de la corriente
registrada, resultando un porcentaje de bloqueo del 19.7±3.6 %, que nos permitió calcular un
valor de DE50 dc 0.47 + 0.1 pM; es decir, que el candesartán fue unas 9 veces más potente que
el eprosartán para inhibir la corriente Kv4.3. El candesartán también aceleró ligeramente la
cinética de la inactivación de la corriente, disminuyendo el valor de las constantes de tiempo del
proceso sin que esta disminución alcanzase significación estadística (17.3 ±4.7y 52.8±7.7 ms
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Figura 70. A. Efectos del eprosartán (1 gM) sobre las corrientes Kv4.3 registradas
tras aplicar pulsos de 250 ms desde -80 hasta +50 mV. B. Relaciones corriente-
voltaje (250 ms) en situación control (e) y en presencia del eprosartán (o). C.
Corriente relativa calculada a partir de los datos del panel B (IEpRoIIcoN)~ a cada
valor de potencial de membrana. La línea continua es el ajuste de los datos siguiendo
un modelo de Woodhull (ecuación 8).
en ausencia y en presencia del fármaco. El candesartán, a diferencia del eprosartán, aumentó la
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Figura 71. A. Efectos del candesartán (0.1 gM) sobre las corrientes Kv4.3
registradas tras aplicar pulsos de 250 ms desde -80 hasta +50 mV. 13. Relaciones
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mientras que a potenciales más despolarizados la inhibió. El porcentaje de bloqueo alcanzó un
valor máximo a +10 mV (26.0 As 7.7 %, P < 0.05 VS. control), disminuyendo a potenciales más
positivos (19.7 + 3.6%, P <0.05 vs. +10 mV).
VII.2. Efectos sobre la dependencia de voltaje de la inactivacián de la corriente Kv4.3.
En el siguiente grupo de experimentos, estudiamos los efectos de eprosartán (1 ¡M) y
candesartán (0.1 hM) sobre la dependencia de voltaje de la inactivación de la corriente Kv4.3.
Para ello, utilizábamos un protocolo en el cual primero aplicábamos un pulso de 250 ms de
duración desde un potencial de fijación de -80 mV hasta distintos potenciales entre -90 y +50
mV, en incrementos de 10 mV. Seguidamente, aplicábamos un segundo pulso de 250 ms hasta
+40 mV (parte superior de la Figura 72). Con el primer pulso obteníamos corrientes cuya
amplitud eramayor cuanto más positivo erael potencial de membrana. Por el contrario, al aplicar
el segundo pulso, a +40 mV, registrábamos una corriente cuya amplitud era tanto mayor cuanto
más negativo era el pulso previo, ya que a estos potenciales es mayor la fracción de canales
disponibles para ser activados. Al representar la amplitud del pico de la corriente obtenida con
este segundopulso frente al potencial del pulso previo obteniamos las curvas de inactivación, que
nos permiten analizar la dependencia de voltaje de la inactivación de los canales Kv4.3. Las
Figuras 72B y 72C muestran las curvas de inactivación obtenidas en situación control y en
presencia de eprosartán y candesartán, respectivamente. Ambos fármacos disminuyeron la
amplitud del pico de la corriente registrada tras los pulsos entre -90 y -40 mV, resultando un
porcentaje de inhibición a -90 mV del 25.7 ±6.1 % (n = 5, P > 0.05 vs. control) para el
eprosartán y del 23.4 + 7.5 % (n = 5, P > 0.05 vs. control) para el candesartán. El ajuste de las
curvas de inactivación a una función de Boltzmann (ecuación 1),nos permitió obtener los valores
de E1, y de k. Para facilitar la comparación entre el ajuste de las curvas en ausencia y en presencia
de fármaco, éstas últimas fueron normalizadas con respecto al máximo valor obtenido en
situación control (línea discontinua). Los valores de Eh y k no se modificaron en presencia de
eprosartán (-34.1 ±2.0 y 5.9 + 0.3 mV vs. -33.6±2.9y 5.7±0.14mV, n = 5, P >0.05)0 de
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Fignra 72. A. Trazos de corriente Kv4.3 registrados utilizando el
protocolo descrito en la parte superior de la Figura. 13. Efectos del
eprosartán sobre la dependencia de voltaje de la inactivación de la
corriente Kv4.3. C. Efectos del candesartán sobre la dependencia de
voltaje de la inactivación de la corriente Kv4,3. Las curvas de
inactivación en situación control (e) y en presencia del fármaco (o)
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En la presente Tesis Doctoral hemos estudiado los efectos de cuatro fármacos
antagonistas de los receptores ATí de la angiotensina II: losartán, E-3 174, eprosartán y
candesartán, sobre los canales de 10, biKvl .5, HERO, KvLQT1 + minK y Kv4.3, donados de
miocardio humano y expresados en células de mamífero. También hemos estudiado sus efectos
sobre las comentes ‘K e ‘Ks registradas en miocitos ventriculares de cobayo y sobre la duración
del potencial de acción registrado en músculos papilares de cobayo. Las dosis seleccionadas de
cada uno de los fármacos (1 ~iMpara el losartán, el E-3 174 y el eprosartán y 0.1 ~iMpara el
candesartán), se corresponden con el valor medio del rango de las concentraciónes plasmáticas
máximas (Cmax) que se alcanzan cuando se administran a las dosis recomendadas para el
tratamiento de la hipertensión arterial. De tal forma, que las Cmn del losartán y del E-3 174
obtenidas tras una dosis de 100 mg de losartán son 1.7 y 2.7 ~iM,respectivamente (Johnston,
1995), mientras que tras la administración de una dosis de 400 mg de eprosartán se obtiene una
Cmax de 3 1M (McClellan y Balfour, 1998). El candesartán se administra en forma de un
profármaco (candesartán cilexetil ó TCV-116), que se biotransforma en la forma activa,
candesartán (CV-1 1974), en la pared del tracto gastrointestinal; de este modo, tras administrar
una dosis de 8 mg de candesartán cilexetil, la Cm~ de candesartán (forma activa) obtenida, es de
0.12 ~iM (McClellan y Goa, 1998).
Los efectos producidos sobre los canales de 10 cardíacos por los cuatro antagonistas de
los receptores tipo 1 de la angiotensina II estudiados en esta Tesis Doctoral no son debidos al
bloqueo de los receptores ATI sino que son atribuibles a una interacción directa del fármaco con
el canal iónico estudiado. Las pruebas que avalan esta afirmación son: a) los efectos de cada
fármaco se estudiaron siempre en ausencia de angiotensina II, por lo que sus acciones no pueden
ser el resultado del antagonismo de las acciones de ésta sobre los receptores ATí. b) Los efectos
observados sobre un mismo canal son diferentes con cada fármaco, por lo que no parece posible
que sean debidos a un mecanismo de acción común, el antagonismo de los receptores ATí. c)
La potencia para bloquear/aumentar las distintas corrientes no guarda relación con la potencia
que exhiben estos fármacos parabloquear los receptores ATí. d) La angiotensina II inhibe las
corrientes hKvl .5 (Figura 51) e ‘Ks (Daleau y Turgeon, 1994), por lo tanto el efecto esperado
con todos los fármacos que bloquean los receptores de la angiotensina II seríaun aumento, no
transitorio, de las dos corrientes. Se había descrito también, que la angiotensina II aumenta la ‘Kr
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(Daleau y Turgeon, 1994), luego si los efectos observados fueran secundarios al bloqueo de los
receptores de la angiotensina JI sólo cabría esperar efectos bloqueantes de estos fármacos sobre
las corrientes HERG e ‘Kr~ Por último, los efectos mediados a través de receptor de la
angiotensina II sobre la ‘tol (Kv4.3) en células nativas son una aceleración de la cinética tanto
de activación como de inactivación (Yu y cols., ¶ 997). En nuestros experimentos hemos
observado efectos bloqueantes tanto en presencia de eprosartán como de candesartán que no
serían, de nuevo, atribuibles al bloqueo de los receptores de la angiotensina.
1. Efectos de losartán, E-3174, eprosartán y candesartán sobre la corriente bKvl.5.
Los canales hKvl.5 son responsables de la corriente rectificadora tardía de activación
ultrarrápida, ‘Kur’ observada en miocitos auriculares humanos (Wang y cols., 1993). El hallazgo
de que el canal funcional sólo existe en células de las células musculares auriculares, pero no en
las ventriculares, convierte a la ‘Kur en una posible diana terapéutica para el desarrollo de
fármacos selectivos frente a las taquiarritmias supraventriculares con mínimo riesgo de inducir
efectos proarritmicos ventriculares. Hasta la fecha, se ha demostrado que el canal hKvl.5 es
bloqueado por fármacos antiarrítmicos de los grupos 1 (quinidina, propafenona), III (clofilio), IV
(verapamilo) y V (bradicardizantes selectivos: enantiómeros 5-16257-2, 5-16260-2, bertosamil,
zatebradina) de la clasificación de Vaughan Williams (1984) (Snyders y cols., 1992b; Rampe y
cols., 1993; Snyders y Yeola, 1995; Delpón y cois., 1996; Valenzuela y cols., 1996; Tessier y
cols., 1997; Franqueza y cols., 1998). También se bloqucapor algunos antibistamínicos-H1 tales
como terfenadina, astemizol, ebastina, carebastina, loratadina y descarboetoxiloratadina (Yang
y cols., 1995; Caballero y cols., 1997; Delpón y cols., 1997, 1999b; Valenzuela y cols., 1997).
En la presente Tesis Doctoral hemos estudiado los efectos del losartán, E-3 174,
eprosartán y candesartán sobre canales bKvl.5 expresados de forma estable en una línea celular
de fibroblastos de ratón (células Ltkj. Estas células ofrecen la ventaja de no presentarningún tipo
de canales iónicos en su membrana (Snyders y cols., 1993; Delpón y cols., 1996, Delpón y cols.,
1999a), por lo que no fue necesario añadir a las soluciones empleadas en este grupo de
experimentos bloqueantes de otros canales iónicos. Mas aún, la forma esférica y su pequeño
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tamaño, permitieronun control adecuado del voltaje utilizando la configuración de célula entera
de la técnica de fijación de voltaje en parches de membrana (whole-cell patch-clamp) (Hamilí
y cols., 1981). Las corrientes hKvl.5 obtenidas en esta Tesis Doctoral, poseían las mismas
características cinéticas y de dependencia de voltaje que las descritas originalmente por Snyders
y cols (1993) y posteriormente por nuestro grupo (Valenzuela y cols., 1995; Delpón y cols.,
1996; Delpón y cols., 1997; Delpón y cols., 1999a).
Tanto el losartán como el E-3 174, aumentaron transitoriamente la amplitud de la corriente
hKvl.5 registrada tras aplicar pulsos despolarizantes de 250 ms de duración desde -80 hasta+60
mV. Este efecto “agonista” no puede ser atribuido al desplazamiento de la curva de activación
hacia valores más negativos de potencial de membrana, ya que se produce a potenciales a los que
ya se ha alcanzado la saturación en la activación de los canales y ya había sido observado por
nuestro grupo con otros fármacos, como la benzocaina (Delpón y cols., 1999a) o la rupatadina
(Caballero y cols., 1999). La rapidez con la que aparece el efecto nos indujo a pensar que podría
deberse a la interacción de concentraciones muy bajas del losartán o del E-3 174 (obtenidas al
inicio de laperfusión) con un receptor situado en la cara extracelular del canal hKvl .5 o bien con
un receptor situado en la cara intracelular que presente mucha afinidad por el fármaco. Una
explicación similar ha sido utilizada para explicar los efectos “agonistas” de quinidina y
azímílida sobre las corrientes Kvl.2 y HERG, respectivamente (Tseng y cols., 1996; Jiang y
cois., 1999). Considerando el modelo cinético propuesto por Rich y Snyders (1998) para el canal
hKv 1 .5;
el aumento de la amplitud de la corrientepodría deberse a que el fármaco estuviese modificando
la cinética de las transiciones entre los distintos estados conformacionales del canal; acelerando
el paso desde el estado A1 al A2 o retrasando la transición desde el A2 al I~, es decir, el paso a
un estado absorbente no conductor. Otra posibilidad seria que la unión del fármaco a su receptor
produzca un incremento en la conductancia del canal. Sin embargo, el efecto “agonista” no iba
acompañado de cambios en la cinética de activación o deactivación de la corriente, lo que parece
indicar que el fármaco actuaría modificando la conductancia del canal. Pero, para conocer el
mecanismo molecular responsable de este efecto, seria necesario estudiar cómo modifican estos
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fármacos la corriente iónica unitaria o microscópica, es decir, aquella generada por un único
canal presente en el parche. Este efecto agonistainicial no se observó en presencia del eprosartán
o del candesartán.
Transcurridos unos 10 minutos desde el inicio de la perfusión, los cuatro fármacos
disminuyeron la amplitud de la corriente hKvl .5, observándose que este efecto bloqueante
alcanzó un valor estable al cabo de unos 15 minutos. Asumiendo un modelo de bloqueo de
primer orden, y utilizando los porcentajes de bloqueo producido al final de los pulsos a +60 mV
y las dosis empleadas de cada uno de los fármacos, calculamos la concentración del fármaco
necesaria para producir el 50% del efecto máximo (DE50). Estos valores nos permitieron
comprobar que, de los cuatro antagonistas de los receptores AT1 de angiotensina II ensayados,
el candesartán era el más potente para bloquear los canales hKvl .5 (DE50 = 0.4 kM). Además,
cuando comparamos este valor con el de otros fármacos observamos que era más potente que
quinidina (6 gM), propafenona (4.4 gM), zatebradina (1.8 ~iM)o loratadina (1.2 ~iM)y tan
potente como el clofilio (0.15 ~iM)ola terfenadina (0.88 ~iM)(Snyders y cols., 1993; Franqueza
y cols., 1998; Valenzuela y cols., 1995; Delpón y cols., 1997; Snyders y cols., 1993; Yang y
cols., 1995). Sin embargo, laDE50 obtenida con elcandesartánes cuatro veces mayor quela Cm~,c
que se alcanza en un paciente al que se le administran 8 mg de candesartán cilexetil, por lo que
quizá el bloqueo producido por este fármaco pudiese carecer de relevancia clínica. Por el
contrario, es de esperar que tengarelevancia el marcado bloqueo que produce el E-3 174 (37.2%
a 0.1 Hz y 52.8% a 2 Hz), a una concentración que sí se corresponde con la Cm~,< que se alcanza
en un paciente tratado con 100 mg de losartán.
Los cuatro fármacos ensayados retrasaron la cinética de la deactivación de la corriente,
aumentando las constantes de tiempo del proceso con respecto a las obtenidas en situación
control. Como consecuencia, al superponer los trazos de corriente de cierre en ausencia y en
presencia del fármaco se observó que éstos se cruzaban, fenómeno que se denomina “cruce de
las corrientes de cierre”. Este efecto constituye una evidencia experimental de que todos estos
fármacos presentan una alta afinidad por el estado activo-abierto del canal hKv1.5, es decir, que
la apertura del mismo permite la unión del fármaco a su receptor y que el fármaco debe
disociarse del canal para pernútir que éste se cierre. Teniendo en cuenta el modelo cinético
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propuesto para el canal biKvl .5 (Rich y Snyders, 1998), las corrientes de cierre en situación
control reflejan la transición desde el último estado abierto (A2) hasta los distintos estados
cerrados. Pero, si una importante fracción de canales se encuentrabloqueada por el fármaco (AF)
y la cinética de disociación del fármaco es suficientemente rápida, la corriente de cierre mostraría
una fase inicial de ascenso, que reflejaría el desbloqueo de los mismos (AF — A). Esta fase de
ascenso sólo se observaba en presencia del E-3174 (Figura 36), lo que sugiere que sólo este
fármaco presentaba una constante de disociación lo suficientemente rápida. A continuación, la
corriente de cierre debería declinar más lentamente que en condiciones normales, ya que parte
de los canales que se han desbloqueado y están en estado abierto podríanvolver a serbloqueados
por el fármaco (que recordemos que presenta una alta afinidad por este estado) antes de cerrarse
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Unaevidencia adicional de que los cuatro fármacos ensayados presentan una alta afinidad
por el estado abierto del canal, lo constituye el hecho de que los cuatro fármacos produjeron un
bloqueo frecuencia-dependiente. En condiciones de estimulación repetitiva, el canal hKvl .5
permanece más tiempo en los estados activo (o abierto) e inactivo. Por tanto, un fármaco que se
una a su receptor en el canal preferentemente cuando éste está abierto producirá una inhibición
de la corriente mayor al incrementar la frecuencia de estimulación. Los cuatro fármacos
estudiados produjeron un importante bloqueo frecuencia-dependiente, siendo el más marcado el
producido por el E-3 174, que alcanzó el 53 % cuando se aplicaban trenes de pulsos a una
frecuencia de 2 Hz. Por su parte, el losartán produjo un bloqueo frecuencia-dependiente que
alcanzó el 37 % a 2 Hz, lo que supone un aumento muy significativo respecto al bloqueo
producido cuando se aplicaban los pulsos a 1 Hz (20%) y a 0.1 Hz (8.7 %). Un tren de pulsos
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simula la situación producida en un corazón latiendo, a un 1 Hz (frecuencia sinusal normal) ó
a 2 Hz. En este sentido, habría que considerar que a 1 Hz, estos fármacos, a concentraciones que
se alcanzan tras la administración de dosis terapéuticas, inhibieron la corriente entre un 12.5 y
un 37%; más aún, al aumentar la frecuencia de estimulación a 2 Hz, esta inhibición alcanzó
valores comprendidos entre el 25.5 y el 53%.
¡.1. Efectos voltaje-dependientes.
Los antagonistas de los receptores AlA ensayados en esta Tesis Doctoral produjeron un
bloqueo voltaje-dependiente de los canales hKvl.5. Cuando se representan las curvas 1-y en
situación control y en presencia de cada uno de los fármacos se observa que a potenciales
negativos (entre -30 y -20 mV) producen un aumento en la amplitud de la corriente, que parece
ser debido al desplazamiento del punto medio de la curva de activación de los canales hacia
valores más negativos de potencial de membrana. Este resultado indica que estos fármacos
modifican la dependencia de voltaje de los mecanismos de apertura y cierre del canal (gating),
es decir, que el canal no sólo está bloqueado por el fármaco, sino que, además, se comporta de
forma diferente. A potenciales más positivos (>-I0 mV), todos estos fármacos inhibieron la
corriente hKvl.5. Al representar la corrienterelativa frente al potencial de membranajunto con
la curva de activación en situación control, se observó que el bloqueo aumentaba en el rango de
potenciales en el que se produce la apertura del canal (entre -30 y O mV). Este hallazgo indica
que la afinidad del fármaco por el receptor dependerá del estado en el que se encuentre el canal
(Hz~ótesis del Receptor Modulado), siendo en este caso máxima cuando está en estado abierto.
Otra posibilidad es que la apertura del canal cambie la conformación de éste, de tal forma que
el receptor, que en este caso presentaría una afinidad constante, sea más accesible al fármaco.
(Hipótesis delReceptor Guardado). A potenciales más positivos (entre O y +60 mV), cuando la
activación de los canales ha alcanzado saturación, el porcentaje de bloqueo disminuía de forma
voltaje-dependiente. El ajuste de los datos de corriente relativa a una función de Woodhull
(Woodhull, 1973) nos permitió calcular el parámetro 6, que representa la distancia eléctrica o
fracción del campo eléctrico transmembrana que ha de recorrer un fármaco cargado hasta
alcanzar su receptor en e] interior del canal y que resultó ser aproximadamente el 20% en los
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cuatro casos. En presencia de fármacos con carácter básico débil, que predominan en su forma
catiónica a pH fisiológico, se producía la situación opuesta, es decir, el porcentaje de bloqueo
aumentaba a potenciales positivos (Valenzuela y cols., 1995; Delpón y cols., 1996; Caballero
y cols., 1997; Franqueza y cols., 1998; Longobardo y cols., 1998). El acceso de la forma
cargada de un fármaco a su receptor en el canal hKvl.5 requiere una vía hidrofilica (Hille, 1977).
Es decir, que la forma cargada se mueva dentro del campo eléctrico de la membrana, lo cual
proporciona una atracción o repulsión adicional desde el receptor. Por ello, para explicar este
efecto se propuso que la forma catiónica del fármaco podría estar uniéndose a un receptor situado
en la boca intracelular del canal, al cual accedían desde el citoplasma. De esta fonna, el aumento
voltaje-dependiente en el bloqueo producido por estos fármacos sería consecuencia de la
interacción del campo eléctrico transmembrana sobre la forma catiónica del fármaco. Es decir,
que la despolarización de la membrana, provocaría la repulsión de la carga positiva hacia el
Figura 73. Interacción de fármacos con carácter básico débil con el canal bKvl.5. La
despolarización de la membrana provoca la repulsión de la forma catiónica del
fármaco hacia el interior del canal. El modelo de Woodhull permite obtener la
fracción de distancia eléctrica, 5, que indica que la forma catiónica tiene que










interior del canal facilitando su acceso al receptor (Figura 73). Los valores de 8 calculados para
estos fármacos indicaban que, también, debían recorrerel 20% del campo eléctrico hastaalcanzar
su receptor (Valenzuela y cols., 1995; Delpón y cols., 1996; Caballero y cols., 1997;
Franqueza y cols., 1998; Longobardo y cols., 1998). Tras realizar mutaciones dirigidas en la
zona intracelular del poro del canal (segmento 56), se detenninaron los aminoácidos que
formaban parte de este receptor, ya que, al sustituirlos se modificaba drásticamente la afinidad
de fármacos como la quinidina o la bupivacaina (Snyders y Yeola, 1995; Franqueza y cols.,
1997).
El losartán,E-3174, eprosartány candesartán, son fármacos con carácterácido débil (pKa
4.2-5.6), es decir, que a pH fisiológico predominan en su forma aniónica. Por lo tanto,
siguiendo la hipótesis propuesta para los fármacos con carácter básico débil, la disminución en
el porcentaje de bloqueo observada a potenciales positivos podría deberse a la interacción del
Figura 74. Interacción de fármacos con carácter ácido débil con el canal hKvl.5. La
despolarización de la membrana provoca la atracción de la forma aniónica del
fármaco hacia el citoplasma. El modelo de Woodhull permite obtener la fracción de
distancia eléctrica, 8, que indica que la forma aniónica tiene que atravesar
aproximadamente un 20% del campo eléctrico transmembrana hasta alcanzar su
receptor.






campo eléctrico transmembrana sobre la forma aniónica del fármaco, dificultando el acceso del
fármaco a su receptor. Por tanto, con la despolarización el interior celular queda cargado
positivamente lo que atraería a la forma aniónica del fármaco hacia el citoplasma (Figura 74).
Sin embargo, en presencia de fármacos que no estaban cargados a pH fisiológico, como sucede
con la loratadina, nifedipina, benzocaina o rupatadina, también se observaba la disminución en
el porcentaje de bloqueo producido a potenciales positivos (Delpón y cols., 1997; Zhang y cols.,
1997; Delpón y cols., 1999a; Caballero y cols., 1999). En estos casos, este efecto no puede
atribuirse a la interacción del campo eléctrico con la forma cargada del fármaco, ya que ésta no
existe. Por ello, analizamos la posibilidad de que esta disminución en el porcentaje de bloqueo
no estuviese relacionada con el efecto del campo eléctrico transmembrana sobre la forma
aniónica del fármaco.
El losartán, E-3 174, eprosartán y candesartán modificaron la dependencia de voltaje de
la activación de los canales bKvl .5 de forma similar a la descrita previamente con la benzocaina
(Delpón y cols., 1999a) y la rupatadina (Caballero y cols., 1999). Todos los antagonistas de los
receptores ATt modificaron drásticamente la curva de activación, de tal forma que en presencia
del fármaco ésta presentaba dos componentes. El primer componente era responsable de
aproximadamente el 75% del proceso de activación, presentaba la misma pendiente que en
situación control y su punto medio estaba desplazado de forma significativa hacia valores más
negativos de potencial respecto de los obtenidos en ausencia de fármaco. Es decir, que en
presencia de estos fármacos, los canales comenzaban a abrirse a valores de potencial de
membrana más negativos. El segundo componente aparecía a potenciales más positivos,
presentaba una suave pendiente e impedía que la activación de los canales hiKvl.5 alcanzase
saturación en el rango de potenciales de membrana estudiados.
Para intentar explicar estos efectos voltaje-dependientes, se han postulado diversas
hipótesis. Considerando el modelo cinético propuesto por Rich y Snyders (1998), tanto la
disminución en el porcentaje de bloqueo como la aparición del segundo componente en la curva
de activación podrían ser consecuencia de una afinidad selectiva y especffica delfármaco por
el canal cuando éste se encuentra en el estado A,. La transición al primer estado abierto A1, que
se produce a potenciales cercanos al punto medio de activación de los canales, favorecería la
unión del fármaco, y en consecuencia el aumento del bloqueo. Por el contrario, la transición al
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estado A2 (que aparece a potenciales más positivos) provocaría la disociación del fármaco del
canal y con ello la disminución en el porcentaje de bloqueo producido. Más aún, la pendiente del
desbloqueo seriaun índice de la dependencia de voltaje de la transición A1 -> A2, que de hecho
en el modelo propuesto presenta sólo una pequeña dependencia de voltaje.
Unasegunda posibilidad es que estos efectos sean debidos a que el receptor al cual se une
el fármaco esté acoplado a un proceso voltaje-dependiente, como, por ejemplo, cambios
conformacionales en el poro del canal o movimientos del sensor de voltaje (Zhang y cols., 1997).
Esto conferiría una dependencia de voltaje intrínseca a la interacción fármaco-receptor,
superpuesta a la dependencia de voltaje debida a la transición entre los estados conformacionales
del canal. Además, recientemente se ha propuesto que la probabilidad de apertura (P0) del canal
hKvl.5, al igual que la de los canales Shaker, no alcanza saturación a potenciales positivos a O
mV, lo que puede dar lugar a modificaciones en la dependencia de voltaje de las transiciones
entre los distintos estados del canal (Bezanilla y cols., 1994; Fedida, 1997; Chen y cols., 1997).
Por tanto, sería posible que estos cambios pudieranalterar la conformación del estado abierto del
canal y confirieran una dependencia de voltaje a la interacción fármaco-canal en estado abierto,
provocando la aparición de los efectos voltaje-dependientes observados.
Una tercera posibilidad es que el fármaco se una a un receptor situado en la cara
extracelular del canal, impidiendo la salidade 10 a su través. De esta forma, el aumento del flujo
de K’ que se produce a potenciales positivos (>0 mV) provocará la disociación del fármaco de
su unión con el receptor, con la consiguiente disminución en el porcentaje de bloqueo respecto
al obtenido a potenciales cercanos a O mV (Figura 75). Esta es la hipótesis propuesta para
explicar la disminución en el porcentaje de bloqueo observado con nifedipina, benzocaina o
rupatadina (Zhang y cols., 1997; Delpón y cols., 1999a; Caballero y cols., 1999). Para examinar
esta posibilidad se disminuyó la concentración intracelular de K~ ([K~]1) al 25% (35 mM),
haciendo sustituciones equimolares de KCI por Tris-Cí. Al registrar la corriente hKvl.5 en estas
condiciones se observaron varias modificaciones en la corriente generada respecto de lo
observado cuando la [K
4]
1era normal (140 mM). En primer lugar, tanto la corriente máxima de
salida de K
4- como las corrientes de cierre fueron de menor amplitud que las observadas cuando
la [W]~era normal, como consecuencia de la disminución en el gradiente de concentración de
10 a un lado y a otro de la membrana. Además, se observó un retraso en la cinética de las
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Figura 75. Unión de un fánnaco a un sitio receptor situado en la boca extracelular
del canal biKvl.5. La despolarización produce un aumento en el flujo de K~ que
provoca la disociación del fármaco de su unión al receptor.
corrientes de cierre, así como un desplazamiento del punto medio de la curva de activación de
los canales hKvl .5 hacia valores de potencial más negativos. Estos resultados indican que los
mecanismos de apertura y cierre del canal muestran una cierta dependencia de la [K~]1,aunque
menor a la demostrada para la [K+]e (Delpón y cols., 1999a). En estas condiciones
experimentales se estudiaron los efectos del candesartán y del eprosartán sobre las corrientes
hKvl .5. El eprosartán produjo el mismo grado de bloqueo que cuando la I1K~]1 era normal; sin
embargo, el porcentaje de bloqueo producido por el candesartán disminuyó significativamente,
y además aumentó la amplitud de las corrientes de cierre. No obstante, en presencia de ambos
fármacos no se observó ni la disminución del bloqueo que seproducía a potenciales positivos,
ni la aparición del segundo componente en la curva de activación que se observaron cuando la
era normal. Ambos fármacos únicamente desplazaron elpunto medio de la activación de
los canales hKvl .5 hacia valores de potencial más negativos, lo que sugiere que este efecto es
consecuencia de una modificación directa de la dependencia de voltaje de los mecanismos de
apertura y cierre del canal. Estos resultados parecen indicar que tanto la disminución en el
porcentaje de bloqueo observada a potenciales muy positivos, como la aparición del segundo
componente en la curva de activación son debidos a la disociación del fármaco de su receptor,








potenciales positivos, ya que cuando se disminuye la concentración de 10 intracelular, estos
efectos desaparecieron. Los efectos agonistas y/o bloqueantes producidos por quinidina,
azimilida, nifedipina o un análogo permanentemente cargado de la bupivacaina sobre distintas
corrientes de K~, han sido atribuidos a su interacción con receptores situados en la cara
extracelular de la membrana (Tseng y cols., 1996; Jiang y cols., 1999; Zhang y cols., 1997;
Longobardo y cols., 1999); de hecho, mutaciones realizadas a este nivel provocan la disminución
o desaparición de estos efectos (Tseng y cols., 1996; Jiang y cols., 1999; Zhang y cols., 1997).
II. Efectos de losartán, E-3174, eprosartán y candesartán sobre la corriente HERG.
En 1995, Sanguinetti y cols describieron que el gen HERG perteneciente a la familia eag
(subfamilia erg), codificaba la expresión de los canales de 10 responsables de la corriente
cardíaca humana fr~ (Sanguinetti y cols., 1995). Este hallazgo permitió, posteriormente, que se
pudiera expresar el gen humano en lineas celulares y así poder estudiar la corriente ‘Kr de forma
aislada. La ‘Kr juega un importante papel en la repolarización ventricular humanay constituye
una diana farmacológica para el desarrollo de nuevos fármacos antiarrítmicos del grupo 111. Por
otra parte, la inhibición de la corriente 1~ producida por algunos fármacos, como los
antiarrítmicos del grupo III, antihistamínicos, antifúngicos orales, antibióticos macrólidos o
cisaprida, puede producir una prolongación de la duración del potencial dc acción ventricular
y del intervalo QTdel ECG (Tamargo, 2000b). El resultado, es la aparición de un síndrome de
QT largo adquirido que en algunos pacientes puede desembocar en una taquicardia polimórfica
ventricular, denominada torsades de pointes, que puede incluso producir la muerte súbita del
paciente (Roden, 1988; Tamargo 2000b). Por otro lado, se han descrito mutaciones a nivel del
gen HERG en pacientes con síndrome de QT largo congénito que serian responsables del
genotipo 2 del síndrome de Romano-Ward (LQT2) (Curran y cols., 1995; Sanguinetti y cols.,
1996a; Chen y cols., 1999; Furutani y cols., 1999). Por todo lo expuesto, el posible interés
terapéutico de los fármacos que bloquean selectivamente la ‘Kr se ve contrarrestado por los
importantes efectos proarritmogénicos que producen.
Estudiamos los efectos de losartán, E-3 174, eprosartán y candesartán sobre la corriente
HERG en células CHO que expresaban de forma transitoria el gen que codifica el canal HERG
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con el que habían sido transfectadas. Tras aplicar pulsos despolarizantes desde el potencial de
fijación hasta distintos valores de potencial comprendidos entre +60 y -40 mV, obtuvimos una
corriente de salida de 10 cuya amplitud era máxima entre O y +10 mV, disminuyendo al
despolarizar a potenciales más positivos. Este carácter rectificador interno parece ser debido a
que a potenciales muy positivos (> +20 mV) la apertura del canal es más lenta que la
inactivación, con lo que predominan los canales en estado inactivo frente a canales en estado
abierto o conductor. Al repolarizar a -60 mV, la transición desde el estado inactivo al activo es
mucho más rápida que el paso desde el estado activo al cerrado, lo que origina una corriente de
cierre de una gran amplitud, claramente mayor a la generada durante el pulso despolarizante
(Schónherr y Heinemann, 1996; Smith y cols, 1996; Spector y cols., 1996; Yang y cols., 1997).
Este carácter rectificador, así como las características cinéticas y de dependencia de voltaje de
la activación coinciden con las descritas tanto para la corriente ‘Kr nativa como para la comente
HERG registrada en células de mamífero (CHO) (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990a; Delpón y
cols., 1995; Li y cols., 1996;Berube y cols., 1999).
El losartán y el E-3 174 produjeron los mismos efectos sobre la corriente HERO
expresada en células CHO que sobre la comente ‘Kr registrada en miocitos ventriculares de
cobayo. El losartán inhibió la corriente HERO a todos los potenciales a los que ésta estaba
activada, mientras que el E-3 174 aumentó la amplitud de la corriente entre -40 y +30 mV. Este
efecto “agonista” sobre la corriente HERO se ha descrito recientemente con la azimilida y se ha
atribuido a la unión del fármaco con un receptor situado en la cara extracelular del canal HERO,
ya que mutaciones a este nivel producen la desaparición del efecto “agonista” (Jiang y cols.,
1999). Estos resultados podrían sugerir laposibilidad de que en los canales HERO, tal y como
proponemos para los canales hKvl.5, el receptor al que se une el fármaco se encuentra en la cara
extracelular de la membrana. Por su parte, el eprosartán y el candesartán aumentaron la corriente
HERO en el rango de potencial en el que se produce la apertura de los canales (-401+10 mv),
mientras que a potenciales más positivos la inhibieron ligeramente. La DE50 obtenida con los
cuatro fármacos ensayados nos permitió comprobar que nuevamente el candesartán era el más
potente para inhibir la corriente HERO (DE50= 0.25). Además, comparándola con la de otros
fármacos bloqueantes de esta corriente observamos que el candesartán resultó menos potente que
dofetilida (31.5 nM), almokalant (50 nM), astemizol (0.9 nM) o cisaprida (6.5 nM). Sin embargo,
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se mostró tanpotente como E-4031 (0.4 gM), clofilio (0.15 ~tM),propafenona (1 gM inhibe el
100 %), quinidina (1 kiM inhibe el 75%) o terfenadina (0.35 gM) y más potente que azimilida
(1.4 ~.iM),amiodarona (9.8 gM) o ketoconazol (49 jtM) (Jurkiewicz y Sanguinetti, 1993;
Carmeliet, 1993b; Suessbrich y cols., 1996; Mohammed y cols., 1997; Sanguinetti y Jurkiewicz,
1990a; Suessbrich y cols., 1997a; Delpón y cols., 1995; Po y cols., 1999; Roy y cols., 1996;
Busch y cols., 1998; Kiehn y cols., 1999; Dumaine y cols., 1998). Teniendo en cuenta las
concentraciones plasmáticas que se alcanzan al administrar cada uno de los cuatro fármacos, los
efectos que tendrían una repercusión más importante en la repolarización cardíaca del paciente
serían el bloqueo producido por el losartán (23% a O mV) y el aumento producido por el E-3 174
(30.5% a O mV). Los cuatro fármacos ensayados desplazaron la curva de activación hacia la
dirección hiperpolarizante, siendo el candesartán el fármaco más potente a este respecto. Este
desplazamiento puede explicar, al menos en parte, el aumento de la amplitud de la corriente
HERO que producen el E-3 174, el eprosartán y elcandesartán. Sin embargo, este desplazamiento
también se observó en presencia del losartán, a pesar de que este fármaco no aumentó lacorriente
HERO a potenciales negativos. El desplazamiento del punto medio de la curva de activación
sugiere que estos fármacos están modificando la dependencia de voltaje y de tiempo de las
transiciones entre los distintos estados del canal, es decir, modifican el “gating” de los canales
HERO. Sin embargo y al igual que había sido descrito con la dofetilida o la azimilida, ninguno
de los cuatro fármacos ensayados modificó la cinética de la deactivación de la corriente HERO
(Snyders y Chaudhary, 1996; Busch y cols., 1998). Este hecho sugiere que la disociación del
fármaco de su unión al receptor se hace muy lentamente con lo que el cierre del canal se produce
sin que la disociación se haya completado, o por el contrario, que el fármaco se disocia muy
rápidamente, antes de que se produzca el cierre del canal.
III. Efectos del losartán y E-3174 sobre la corriente ‘K registrada en miocitos ventriculares
de cobayo.
Los efectosmás llamativos sobre lacorriente HERO fueron los producidos por el losartán
y el E-3 174, por lo tanto y para confirmar estos resultados en una corriente nativa, estudiamos
los efectos de estos dos fármacos sobre la comente ‘K en miocitos ventriculares de cobayo.
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Al inicio de la década de los 90, Sanguinetti y Jurkiewicz describieron que en miocitos
ventriculares y auriculares de cobayo la corriente de K~ rectificadora tardía (IK) era el resultado
de la activación de dos corrientes independientes (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990a, 1991). Una
de ellas se activaba más rapidamente (‘Kr), presentaba una marcada rectificación interna, era
sensible a La3’ y a fármacos antiarrímicos del grupo III como el E-403 1 o la dofetilida
(Carmeliet, 1992; Jurkiewicz y Sanguinetti, 1993 Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990a,b; Delpón y
cols., 1995). La otra (JKS) se activaba de forma más lenta y a potenciales más positivos que la ‘Kr
era insensible a La3~ y E-403 1 y no presentaba rectificación interna (Sanguinetti y Jurkiewicz,
1990a; Delpón y cols., 1995). En 1996, se describió que en ventrículo humano la corriente de 10
rectificadora tardía también era el resultado de la activación de estas dos corrientes (Li y cols.,
1996). Por ello, el cobayo constituye un buen modelo experimental para estudiar los efectos de
los fármacos sobre la repolarización del potencial de acción ventricular.
En lapresente Tesis Doctoral hemos estudiado los efectos del losartán y del E-3 174 sobre
la corriente ‘K registrada en miocitos ventriculares de cobayo perfundidos con una solución
externa que contenía CoCí
2 y TTX para inhibir las corrientes de entrada de Ca
2~ y de Na’,
respectivamente. En estas condiciones, el losartán inhibió tanto la corriente máximade salida de
como la corriente de cierre obtenida al repolarizar lamembrana. El bloqueo aparecía de forma
muy rápida (en el primer segundo), alcanzaba valores estables y no aumentaba al producirse la
activación total de la corriente, lo que podría explicar el hecho de que el bloqueo producido por
el losartán no fuese voltaje-dependiente. Por su parte, el E-3174 aumentó la amplitud de la
comente ‘K de forma transitoria. Sin embargo, transcurridos unos 10 ó 15 minutos desde el inicio
de la perfusión, el fármaco disminuyó la amplitud máxima de la corriente de salida de K4 sin
modificar la corriente de cierre, lo que sugería la posibilidad de que el E-3174 estuviera
produciendo efectos diferentes sobre cada uno de los componentes de la ‘K (IKr, ‘Ks) Esta
afirmación es consecuencia de la marcadarectificación interna que presenta la ‘LCr’ que hace que
determine fundamentalmente la amplitud de las corrientes de cierre al repolarizar tras aplicar
pulsos a potenciales positivos mientras que apenas participe en la amplitud de la corriente
máxima generada con dicho pulso.
Quisimos estudiar los efectos del E-3 174 sobre la corriente ‘Kr y para ello utilizamos un
protocolo experimental que permite disecaría de la ‘Ks’ en función de su rápida cinética de
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activación y su marcada rectificación interna. El protocolo, descrito previamente por Carmeliet
(1992), consistía en aplicar un pulso despolarizante hasta +50 mV que activaba la corriente de
salida IK; posteriormente, se repolarizaba hasta O mV durante un tiempo prolongado (10 s) con
lo que se deactivaba completamente la ‘Ks’ permaneciendo activada la ‘Kr y, finalmente, se
hiperpolarizaba la membrana hasta -50 mV, obteniéndose una corriente de cierre debida
exclusivamente a la deactivación de la ‘Ki-~ Los resultados obtenidos en estas condiciones parecen
indicar que el losartán inhibió los dos componentes de la comente ‘K’ tanto ‘LCr como ‘Ks’
mientras que el E-3 174 aumentó la ‘Kr e inhibió la ‘Ks~
IV. Efectos de losartán, E-3174, eprosartán y candesartán sobre las corrientes ‘Ks y
KvLQT1 + minK
La corriente 1Ks interviene en las fases 2 y 3 del potencial de acción cardiaco, por lo que
juega un papel fundamental en la repolarización y en el control de la duración del potencial de
acción cardiaco humano sobre todo a frecuencias cardíacas rápidas (Sanguinetti y Jurkiewicz,
1990a,b). Para estudiar los efectos sobre la corriente ‘Ks en miocitos ventriculares de cobayo,
añadimos a la solución externa LaCi
3 que es un bloqueante selectivo de la ‘Kr (Sanguinetti y
Jurkiewicz, 1990b; Delpón y cois., 1995). En estas condiciones experimentales, el losartán
inhibió tanto la corriente máxima de salida de K~ como la corriente de cierre,
independientemente del potencial de membrana, es decir, que produjo un bloqueo voltaje-
independiente de la
1Ks• Al igual que sucedió con la 1K’ el análisis de la cinética de aparición del
bloqueo demostraba que éste aparecía de forma muy rápida, antes incluso de que se produjese
la apertura de los canales. Esta rapidez en la aparición del bloqueo producido por el losartán
podría sugerir la posibilidad de que el fármaco se estabauniendo al canal cuando éste transitaba
a través de estados conformacionales intermedios entre el estadocenado y el abierto. Un fármaco
que presentara afinidad selectiva por el estado abierto del canal, produciria un mayor grado de
bloqueo a potenciales de membrana despolarizados, en los que el canal predominara en este
estado. Sin embargo, el hecho de que el bloqueo de los canales Ks inducido por el losartán no
sea voltaje-dependiente parece confirmar lahipótesis de que se está uniendo al canal antes de que
éste alcance su estado abierto. Esta es la hipótesis empleada para explicar los efectos de la
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propafenona sobre la corriente ‘Ks’ fármaco que producía una inhibición de la corriente voltaje-
independiente que también aparecía de forma muy rápida (tbloqueo = 430 ms) (Delpón y cols.,
1995). De nuestros resultados sepuede concluir que el bloqueo de la 1Ks producidopor el losartán
(18.4%) tendrá relevancia a las concentraciones que se alcanzan cuando el fármaco se utiliza en
terapéutica, cosa que no ocurre con fármacos antiarrítmicos como la flecainida, quinidina o
propafenona (Folimer y Colatsky, 1990; Baiser y cols., 1991; Deipón y cois., 1995) que inhiben
la 1Ks a concentraciones superiores a las de su rango terapéutico. De hecho, lapropafenona reduce
la ‘Ks un 30% a concentraciones aproximadamente 5 veces superiores a las que se alcanzan en
el piasma, cuando se administra a dosis terapéuticas. Además, el losartán, al igual que la
propafenona, tampoco modificó el curso temporal de las corrientes de cierre, lo que sugiere que
la disociación del fármaco de su unión al receptor se realiza muy lentamente y que el cierre del
canal se realiza sin que la disociación se haya producido completamente, o por el contrario, que
el fármaco se disocia muy rápido, antes de que se produzca el cierre del canal. Por su parte, el
E-3 174 sí produjo un efecto voltaje-dependiente sobre la 1Ks’ de tal forma que aumentó la
comente máxima a potenciales negativos, mientras que a potenciales más positivos la inhibió
ligeramente. En el caso del E-3174, dado que los discretos efectos bloqueantes sobre la 1Ks
aparecen a potenciales de membrana muy positivos (+50/+70 mV), que no se alcanzan en
condiciones fisiológicas en el miocardio humano, parece poco probable que produzca efectos
relevantes en la repolarización cardíaca. Además, el E-3 174 no modificó ni la amplitud ni el
curso temporal de las corrientes de cierre. Por otra parte, tanto el losartán como su metabolito
modificaron la dependencia de voltaje de la activación de los canales Ks. De tal modo que, en
presencia del losartán se produjo un aumento en la pendiente de la curva de activación, lo que
parece indicar que el losartán modifica la dependencia de voltaje de las transiciones entre los
distintos estados del canal. Por su parte, el E-3174 desplazó el punto medio de la curva de
activación hacia valores de potencial más negativos. Este desplazamiento puede ser el
responsable del aumento en la amplitud de la corriente producido por el E-3 174 a potenciales
negativos.
En un intento de analizar si esta modificación de la corriente 1Ks era un efecto de clase,
estudiamos los efectos de otros dos antagonistas de los receptores ATí de angiotensina II,
eprosartán y candesartán, sobre la corriente generada por los canales KvLQTI + minK.
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En un principio, se consideró que la expresión de la subunidad minK era suficiente para
formar los canales responsables de la corriente 1Ks’ ya que al expresar el gen miniK o KCNE1 en
oocitos de Xenopus se registraba una corriente de similares características a las observadas en
la 1Ks cardíaca humana. Sin embargo, en 1996 se describió que la corriente 1Ks era el resultado
de la coexpresión de los genes KvLQTl y minK y que en oocitos lo que sucedía era que la
subunidad minK se ensamblaba con una subunidad KvLQT1 endógena (Barhanin y cols., 1996;
Sanguinetti y cols., 1996b). Además, se ha descrito que mutaciones en los genes KvLQT1 y
minK son responsables de los genotipos 1 (LQTl) y 5 (LQT5), respectivamente, del síndrome
de QT largo congénito de Romano-Ward (Wang y cols., 1996; Yang y cols., 1997; Neyroud y
cols., 1999; Wang y cols., 1999). Para registrar lacorriente de 10 generada a través de los canales
KvLQTI + minK, transfectábamos de forma transitoria los genes que codifican la expresión de
estos canales en células CHO. Tras aplicar pulsos de 2 s de duración desde el potencial de
fijación hasta distintos potenciales entre +60 y -40 mV, obteníamos una corriente de salida de
K~ voltaje-dependiente, de gran amplitud y con una cinética de activación lenta (no alcanzaba
saturación en el rango de potenciales estudiado). Estas características cinéticas y dependientes
de voltaje coincidían con las descritas con anterioridad para esta corriente en éste y en otros
sistemas de expresión (Barhanin y cols., 1996; Sanguinetti y cols., 1996b). El eprosartán
aumentaba la corriente al inicio de la perfusión; sin embargo, pasados unos 10 minutos, la inhibía
ligeramente. Por el contrario, el candesartán produjo un bloqueo mayor, que aparecía
rápidamente y que no fue precedido de un aumento inicial en la amplitud de la ‘Ks~ Además,
ninguno de los dos fármacos modificó la cinética de deactivación de la corriente. Este hecho
parece indicar que la disociación del fármaco de su unión al receptor se hace muy lentamente y
que el cierre del canal se realiza sin que la disociación se haya producido completamente, o por
el contrario, que el fármaco se disocia muy rápidamente, antes de que se produzca el cierre del
canal. El candesartán también resultó el fármaco más potente de los cuatro fármacos ensayados
en esta Tesis Doctoral, presentando una DE
50 de 0.2 gM. La comparación con otros fármacos
bloqueantes de esta corriente nos permitió comprobarque el candesartán presenta una potencia
similar a ladel cromanol (1 ¡.iM) que es un bloqueante selectivo de esta corriente, sin embargo,
es más potente que azimilida (5 ~iM),clofilio (30 ¡M inhibe el 21%), propafenona (5 gM inhibe
el 30%), quinidina (10 gM inhibe el 38%) o indapamida (100 ~tM)(Bosch y cols., 1998; Busch
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y cols., 1994; Yang y cols., 1997; Delpón y cols., 1995; Balser y cols., 1991; Bosch y cols.,
1996; Turgeon y cols., 1994). Este efecto tan marcado del losartán y candesartán sobre la 1Ks a
concentraciones terapéuticas, podría tener relevancia sobre la repolarizacióncardíaca, sobre todo
a frecuencias rápidas.
V. Efectos del eprosartán y del candesartán sobre la corriente Kv4.3.
La expresión del gen Kv4.3 en células CHO permite registrar una corriente de salida de
que se activa e inactivamuy rápidamente. Sus características voltaje- y tiempo-dependientes
coinciden tanto con las descritas previamente tanto para la corriente Kv4.3 expresada en células
LtlC (Franqueza y cols., 1999) como para la corriente nativa ~ (Escande y cols., 1982; Shibata
y cols., 1989). El candesartán aumentó la amplitud de la corrienteKv4.3 a potenciales negativos,
mientras que en presencia del eprosartán no se observó este efecto. A potenciales positivos, tanto
el candesartán como el eprosartán inhibieron la corriente. El porcentaje de bloqueo obtenido a
estos valores de potencial nos permitió calcular el valor de la DE
50 para cada uno de los dos
fármacos, que fue de 0.47±0.1y 4.3±0.7jiM para el candesartán y eprosartán, respectivamente;
es decir, que el candesartán resultó ser unas 9 veces más potente que el eprosartán parabloquear
los canales Kv4.3. Cuando comparamos estos valores de DE50 con los de otros fármacos
cardioactivos comprobamos que el candesartán era más potente que la quinidina (3-10 jM),
flecainida (3.3 ¡.iM), propafenona (3.9 jM), tedisamil (4 ~iM)y 4-AP (1.9 mM) y bupivacaina
(22 ~M) y tan potente como el clofihio (0.5 kiM) (Imaizumi y Oiles; 1987; Castle y cols., 1990;
Dukes y cols, 1990; Wang y cols., 1993;1995c). Por su parte, el eprosartán sólo resultó ser más
potente parabloquear las corrientes Kv4.3 que la bupivacaina. La inhibición selectiva de la
1toí
no produce modificaciones en la duración del potencial de acción cardíaco. Ello parece deberse
a que como consecuencia del bloqueo se produce un desplazamiento de la fase 2 del potencial
de acción hacia valores más positivos, lo que acelera la inactivación de la 1Ca,L y produce una
activación más rápida y completa de las corrientes de salida de K+ rectificadoras tardías que se
activan más lentamente, ‘Kr e ‘Ks (Courtemanche y cols., 1999). El análisis de la dependencia de
voltaje del bloqueo producido por ambos fármacos parece sugerir laposibilidad de que se estén
uniendo al estado abierto del canal, ya que el bloqueo aumenta en el rango de potenciales en el
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que se produce la apertura del mismo, alcanzando un valor máximo de bloqueo a potenciales
próximos a O mV. En ambos casos, al igual que ocurría con el bloqueo producido por estos
fármacos sobre la corriente hKvl.5, a medida que el potencial de membrana alcanzaba valores
más positivos el bloqueo disminuía de forma voltaje-dependiente; este hallazgo sugiere, de
nuevo, que el campo eléctrico transmembrana interacciona con la forma aniónica de estos
fármacos. Tanto el candesartán como el eprosartán aceleraron ligeramente la cinética de
inactivación de la corriente Kv4.3, aunque esta aceleración no alcanzó significación estadística.
El hecho de que un fármaco acelere la cinética del proceso de inactivación de la corriente
parecería confirmar la hipótesis de que se estaría uniendo al estado abierto del canal, siendo la
constante de tiempo de inactivación en presencia de fármaco la constante de tiempo de aparición
del bloqueo (Delpón y cols., 1993; Franqueza y cols., 1999). Finalmente, candesartán y
eprosartán tampoco modificaron la dependencia de voltaje del proceso de inactivación, ya que
los valores de Eh y k de las curvas de inactivación obtenidas en presencia del fármaco no fueron
diferentes de los obtenidos en situación control.
VI. Efectos dcl losartán y del E-3174 sobre los potenciales de acción registrados en
músculos papilares de cobayo.
Para intentar correlacionar los efectos observados con los antagonistas de los receptores
ATI de la angiotensina II con posibles modificaciones en la duración del potencial de acción
cardiaco, estudiamos los efectos del losartán y su metabolito sobre los potenciales de acción Na-
dependientes, registrados en músculos papilares de cobayo perfundidos con una solución externa
que contenía CoCí2 ó CoCí2 + LaCl3, para imitar las condiciones utilizadas en el registro de la
corriente ‘K en miocitos ventriculares de cobayo. En presencia de CoCí2 , ni el losartán ni su
metabolito modificaron ni el potencial de reposo ni la amplitud del potencial de acción. Estos
hallazgos, confirmaban que el losartán o su metabolito no deprimían la ‘Na en células musculares
ventriculares. Sin embargo, en estas condiciones, ambos fármacos prolongaron la DPA9Q, si bien
sólo el losartán prolongó la DPA5Q. Sin embargo, en presencia de LaCl3, es decir, cuando la 1Kr
se encuentra bloqueada, el losartán no modificabani la DPA
50 ni la DPA90, mientras que el E-
3174 acortaba la DPA50. Estos resultados sugieren que el bloqueo de la I~ producido por el
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losartán es el responsable de la prolongación de la DPA que éste produce, es decir, que
presentaría efectos antiarrítmicos de clase III por un mecanismo idéntico al de la dofetilida o el
d-sotalol. Por el contrario, el bloqueo de la ‘Rs no parece tener relevancia a la frecuencia de 1 Hz,
ya que en presencia de La3 el losartán no produjo ninguna modificación. Sin embargo, dado que
el papel de la ‘Rs aumenta al incrementar la frecuencia de estimulación, se puede especular que,
probablemente la prolongación de la DPA secundaria albloqueo de la 1Ks sólo sería aparente a
frecuencias cardíacas. Sin embargo, habría que considerar que el metabolito parece estar
modificando otra corriente implicada en la repolarización, ya que produjo el acortamiento de la
DPA aún cuando la 1Kr estaba inhibida por el La3~, por lo que es dificil predecir el efecto neto
cuando ambos fármacos actúan simultáneamente.
VII. Posibles implicaciones clínicas.
Desde un punto de vista teórico, los fármacos antagonistas de los receptores ATí deben
proteger frente a las acciones proarrítmicas de la angiotensina II. Es conocido que, como
consecuencia de su efecto inotrópico y cronotrópico positivo y de la vasoconstricción coronaria
que produce, la angiotensina II puede inducir o agravar los episodios isquémieos originando, por
tanto, alteraciones del ritmo cardíaco (Ikram, 1996). Más aún, la angiotensina II va a aumentar
el tono simpático, estimular la liberación de endotelina (un importante vasoconstrictor coronario)
y de citoquinas, todo lo cual va a tender a exacerbar la isquemia y los efectos proarritmogénicos
antes mencionados (Ikram, 1996). Como se ha descrito previamente en esta Tesis Doctoral, la
angiotensina II produce modificaciones en la actividad eléctrica cardíaca, como consecuencia del
aumento de las corrientes de Na (Nilius y cols., 1989), Ca (Alíen y cols., 1988) y CV (Monta y
cols., 1995), así como de la IKr(Daleau y Turgeon, 1994). Por el contrario, se ha descrito que
disminuye la ‘Ks y que produce modificaciones cinéticas de la ‘tol (Yu y cols., 1997). La
consecuencia previsible de todo ello es claramente proarritmogénica, puesto que seria de esperar
un acortamiento de la DPA y, por consiguiente, del período refractario efectivo ventricular. De
hecho, en tiras musculares ventriculares de rata, se ha demostrado que la angiotensina II acelera
la repolarización y disminuye la refractariedad (Ikram, 1996). En otras especies animales, como
en el cerdo, la angiotensina II produce los mismos efectos proarrítmicos y en ambos modelos
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experimentales, el tratamiento con el losartán disminuía la inducibilidad de arritmias
ventriculares (De Mello y Crespo, 1995; De Langeny cols., 1989). Por último, debemos destacar
que la angiotensina II modifica, también, las propiedades pasivas delmiocardio, produciendo un
desacoplamiento eléctrico entre miocitos, lo cual favorece la aparición de arritmias porreentrada,
efecto que también era contrarrestado por el losartán (De Mello, 1996).
De todo lo previamente expuesto, se infiere que no era de extrañar la disminución de la
mortalidad súbita cardíaca y de la dispersión del intérvalo QTc del ECO observada en los
pacientes, con insuficiencia cardíaca, incluidos en el estudio multicéntrico ELITE 1 tratados con
el losartán(Pitt y cols., 1997). Lo que resultaba sorprendente es que estos efectos, si eran debidos
al bloqueo de las acciones proarrítmicas de la angiotensina II, no se observaran con el captoprilo,
un inhibidor de la ECA. Estos resultados parecían indicar que el losartán ejercía efectos directos,
posiblemente, sobre la actividad eléctrica cardiaca que no presentaba el captoprilo.
Más recientemente, se ha demostrado que el E-3 174, pero no el losartán ni el captoprilo,
disminuía la incidencia de arritmias ventriculares en un modelo experimental de arritmias en
perros con infarto de miocardio previo (Lynch y cols., 1999). Sin embargo, en el momento actual
no disponemos de datos acerca de posibles efectos directos sobre el potencial de acción cardíaco
de los otros dos fármacos objeto de estudio en la presente Tesis Doctoral, el eprosartán y el
candesartán.
Las propiedades eléctricas de los tejidos auricular y ventricular humanos son
notablemente diferentes. De hecho, en el tejido ventricular está ausente la 1Kur’ que participa en
gran medida en el control de la repolarización de todas las células auriculares humanas (Wang
y cols., 1993). Más aún, se ha demostrado que existe una notable heterogeneidad
electrofisiológica entre distintas regiones del tejido auricular y diferencias transmurales en el
ventricular (Antzelevitch y cols., 1991). Sabemos que estas diferencias electrofisiológicas se
deben, a su vez, a diferencias en la densidad de canales iónicos, en particular los que generan las
comentes ‘tol’ ‘Kr e 1Ks• Dados los complejos efectos (aumento/inhibición) voltaje-, frecuencia-
y tiempo-dependientes que producen estos fármacos sobre las cuatro corrientes ensayadas, no
es fácil predecir sus acciones sobre un miocardio, con la complicación adicional de que éste
presenta propiedades heterogéneas.
Conceptualmente, resulta excitante que el único fármaco que aumenta de forma marcada
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la 1Kr y bloquea de forma frecuencia-dependiente la 1 ~~el E-3174, es el que mejor perfil
antiarrítmico presenta en modelos animales (Lynch y cols., 1999). De hecho y, dada su
prolongada vida media, podría ser responsable de los efectos observados con el losartán en el
estudio ELITE 1. Desde este punto de vista, habría que recordar que los fármacos que bloquean
selectivamente la ‘Kr adolecen del defecto de prolongar excesivamente la DPA a frecuencias
lentas (en ritmo sinusal o durante una bradicardia), sin modificarla cuando se necesita esta
protección, es decir, durante la taquicardia, favoreciendo la aparición de arritmias ventriculares
(Torsades de pointes) (Roden, 1988; Tamargo, 2000a). Más aún, se ha propuesto que los
bloqueantes de la ‘Kur serían eficaces
antiarrítmicos a nivel auricular, y el E-3 174 ha demostrado producir un marcado bloqueo
frecuencia-dependiente de esta comente.
Con respecto a eprosartány candesartán, debemos destacar que ambos producen un efecto
bifásico sobre la corriente HERO; es decir, la aumentan o la bloquean dependiendo del potencial
de membrana. De hecho, a los potenciales a los que fisiológicamente podemos encontrar las
células cardíacas, predominará el aumento de la corriente HERO. El efecto global sobre la
repolarización cardíaca humana deberá ser evaluado en ensayos clínicos controlados, pero es
posible que al no exhibir acciones meramente inhibitorias, presenten mejor perfil que, por
ejemplo, el losartán. Ambos inhiben de forma freecuencia-dependiente la 1Kur y bloquean la 1to
y dado que ambas se generan a niveles de potencial de membrana a los cuales una pequeña
modificación en la conductancia de la membrana produce cambios notables en la DPA, es de
esperar que prolonguen la DPA auricular.Por último, es importante destacar una característica
que diferencia al candesartán de los otros tres fármacos: su marcado bloqueo de la 1Ks• Se ha
mencionado en esta Tesis Doctoral que la ‘Ks detennina la DPA a frecuencias cardíacas rápidas,
mientras que apenas participa en su control a frecuencia sinusal. De ello se deduce que
posiblemente el candesartán producirá una beneficiosa prolongación frecuencia-dependiente de
la DPA cardíaca humana durante la taquicardia, lo que podría constituir un potencial efecto
antiarritmico. Este hecho, deberá ser demostrado en ensayosclínicos que actualmente se realizan
en pacientes con riesgo de presentar arritmias cardíacas (p. ej. el estudio CHARM)






En la presente Tesis Doctoral, hemos estudiado los efectos del losartán, sumetabolito (E-
3174), eprosartán y candesartán sobre las corrientes de salida de K~ a través de canales cardíacos
donados humanos hKvl.5, HERO, KvLQT1+minK y Kv4.3. También hemos estudiado los
efectos del losartán y su metabolito sobre las corrientes nativas de cobayo ‘K e 1Ks’ así como sus
efectos sobre las características de los potenciales de acción en músculos papilares de cobayo.
De los resultados obtenidos podemos concluir:
1. Losartán, E-3 174, eprosartán y candesartán, a concentraciones dentro del rango terapéutico,
producen un bloqueo frecuencia- y voltaje-dependiente de los canales hiKvl.5, siendo el orden
de potencia para este efecto: candesartán > E-3 174> eprosartán> losartán. Las características
cinéticas y dependientes de voltaje del bloqueo indican que los cuatro fármacos se unen al canal
preferentemente cuando éste se encuentra en estado abierto.
2. Losartán, E-3 174, eprosartán y candesartán modifican la dependencia de voltaje de los
mecanismos de apertura del canal biKvl.5, produciéndose en su presencia a potenciales de
membrana más negativos y no alcanzando saturación a potenciales de membrana positivos. Este
efecto es responsable de un aumento de la amplitud de la corriente generada a potenciales de
membrana comprendidos entre -30 y -10 mV que todos estos fármacos producen. Sólo losartán
y E-3 174 aumentan de forma transitoria la amplitud de la corriente hKvl .5 generada a
potenciales de membrana positivos, un efecto no atribuible al desplazamiento de la curva de
activación y que confirma la profunda modificación que producen en los mecanismos de apertura
del canal.
3. La supresión del desbloqueo voltaje-dependiente y los efectos que producen sobre la
dependencia de voltaje de la activación de la corriente cuando se reduce la concentración
intracelular de I<I~ indican que estos cuatro antagonistas de los receptores ATí bloquean el canal
hKvl.5 uniéndose a un “sitio recepto?’ localizado en la cara extracelular de la boca del mismo..
4. Losartán, E-3 174, eprosartán y candesartán, a concentraciones dentro del rango terapéutico,
bloquean los canales HERO a potenciales de membrana positivos a O mV, siendo el orden de
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potencia para este efecto: candesartán> losartán > E-3 174> eprosartán. Simultáneamente, E-
3174, eprosartán y candesartán, pero no el losartán, aumentan la amplitud de las corrientes
HERO a potenciales de membrana negativos, siendo el E-3 174 el más potente para producir este
efecto. Tanto el aumento inducido por el E-3 174, como el bloqueo producido por el losartán
sobre la corriente HERO se confirmaron cuando se estudiaron sus efectos sobre la corriente
nativa (‘Kr) en miocitos ventriculares de cobayo.
5. Losartán, E-3 174, eprosartán y candesartán modifican la dependencia de voltaje de los
mecanismos de apertura del canal HERO desplazando las curvas de activación de estos canales
hacia potenciales de membrana más negativos.
6. Candesartán, a concentraciones dentro del rango terapéutico, produce una marcada inhibición
de la corriente KvLQT1 +minK. Este bloqueo no se acompaña de ningún efecto sobre la cinética
de activación o deactivación de la corriente. Por el contrario, eprosartán aumenta de forma
transitoria la amplitud de la corriente KvLQT1+minK a potenciales de membrana a los que la
curva de activación ha alcanzado saturación, indicando que modifica marcadamente los
mecanismos de apertura del canal. Posteriormente, produce un discreto bloqueo de los canales
KvLQT1+miniK, siendo veinte veces menos potente que el candesartán para este efecto.
Losartán, pero no su metabolito el E-3 174, inhibe la corriente nativa ‘Ks registrada en miocitos
ventriculares de cobayo.
7. Candesartán y eprosartán, a concentraciones dentro del rango terapéutico, bloquean los canales
Kv4.3 siendo el candesartán, de nuevo, el fármaco más potente. Sin embargo, ninguno de los dos
fármacos alteraba las propiedades voltaje- y tiempo-dependientes de la corriente.
8. Los efectos bloqueantes de losartán y E-3 174 sobre las corrientes 1Kr e ‘Ks son responsables
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